Evaluación del proceso de degradación de un colorante sintético tipo azo mediante un sistema de fermentación en estado sólido by Zuleta Correa, Ana
 
 
 
 
Evaluación del proceso de degradación 
de un colorante sintético tipo azo 
mediante un sistema de fermentación en 
estado sólido  
 
 
Ana Zuleta Correa  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Minas, Departamento de Geociencias y Medio Ambiente 
Medellín, Colombia 
2013 
 
Evaluación del proceso de degradación 
de un colorante sintético tipo azo 
mediante un sistema de fermentación en 
estado sólido  
 
 
Ana Zuleta Correa 
 
 
 
Tesis presentada como requisito parcial para optar al título de: 
Magister en Medio Ambiente y Desarrollo 
 
 
 
Directora: 
Dr. rer. nat.. Angelina Hormaza Anaguano 
Codirector: 
Ph.D. Santiago Alonso Cardona Gallo 
 
 
 
Línea de Investigación: 
Biotecnología ambiental 
Grupo de Investigación: 
Síntesis, Reactividad y Trasformación de Compuestos Orgánicos, SIRYTCOR. 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Minas, Departamento de Geociencias y Medio Ambiente 
Medellín, Colombia 
2013 
 
 
 
 
A mi familia, por su compañía,  
paciencia y apoyo incondicional en todos  
 mis proyectos de vida. 
 
Agradecimientos 
A mi Directora, Dra. Angelina Hormaza Anaguano, por su apoyo incondicional, su confianza 
en mi trabajo, sus largas horas de dedicación y valiosos aportes en este trabajo. Es una gran 
amiga y, sin lugar a dudas, un modelo a seguir. 
 
A mi codirector, Dr. Santiago Alonso Cardona Gallo, por su asesoría incondicional y sus 
invaluables aportes en el desarrollo del proyecto. 
 
A Sara Jiménez y Andrés Merino, por su compañía y trabajo constante durante las últimas 
fases de experimentación. 
 
A Esteban Lopera, Natalia Andrea Cano y Andrea Tamayo, por su compañía y valiosos 
aportes en el análisis de los impactos ambientales. 
 
A mis compañeros del Grupo de Investigación SIRYTCOR, Danilo Figueroa, Anderson 
Moreno, Yurany Villada, Ana Cristina Jaramillo, Carolina Londoño, Julián Rojas, Fredy 
Amaringo, Juan Carlos Zapata, Leonardo Alemán y Oscar Beltrán, por su grata compañía en 
todo el proceso.  
 
A la Dirección Nacional de Extensión, por su apoyo financiero para el escalado del proceso, a 
través de la Convocatoria Nacional de Gestión Tecnológica Código 400000011029. 
 
Al programa Enlazamundos de la Alcaldía de Medellín, por financiar parcialmente mi pasantía 
de investigación en la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa, México D.F.  
 
Al Dr. Gustavo Viniegra Gónzalez, Dra. Divanery Rodríguez y el Dr. Octavio Loera, por sus 
aportes y su apoyo durante mi estancia investigativa en su Laboratorio de Biología Molecular 
en la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa, México D.F. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VIII Evaluación del proceso de degradación de un colorante sintético tipo azo mediante un sistema de 
fermentación en estado sólido 
 
Resumen 
La presencia de colorantes causa diversos efectos adversos en los ecosistemas acuáticos, no solo 
afectan la estética, sino que también inciden gravemente en la disminución de los procesos 
fotosintéticos y la solubilidad de gases.  Además, se ha demostrado que pueden ejercer una acción 
carcinogénica y mutagénica en diferentes organismos. Para el tratamiento de efluentes coloreados han 
sido probadas distintas tecnologías fisicoquímicas y biológicas, sin embargo, los costos energéticos 
elevados y la formación de subproductos más tóxicos o de difícil disposición limitan su utilización.  
La presente investigación busca contribuir a la grave problemática de contaminación que causan los 
efluentes coloreados, estableciendo las condiciones óptimas del proceso de biodegradación en fase 
sólida del colorante sintético tipo azo Rojo Básico 46 (RB46), mediante la acción de hongos de 
podredumbre blanca utilizando como sustrato sólido residuos de la industria bananera. En particular, 
se utilizaron las especies Pleurotus ostrearus (Po), Pleurotus pulmonarius (Pp) y Trametes versicolor (Tv). 
Para alcanzar la máxima eficiencia en el proceso de biodegradación del colorante RB46, se evaluaron 
las variables más influyentes en el crecimiento de los microorganismos, encontrando, como 
condiciones propicias para tal fin, una temperatura de 20°C, una humedad del 90% y una proporción 
de carbono/nitrógeno de 12:1. Con relación a las curvas cinéticas de degradación, la determinación del 
colorante residual en el tiempo mostró que el hongo Tv  alcanza un porcentaje máximo de degradación 
del 63,0%, a los 17 días de fermentación, mientras que Po y Pp tardan hasta el día 25 para alcanzar el 
69,3% y 63,1%, respectivamente. Mediante pruebas estándares, se determinó la actividad enzimática de 
los microorganismos, donde la enzima linginolítica fúngica resultó ser la enzima predominante en las 
tres especies evaluadas, alcanzando con Po una actividad máxima de 18,1 UI/gss. La simulación del 
proceso de la biodegradación a través del Sistema Experto de predicción de rutas metabólicas de la 
Universidad de Minnesota, mostró que la biodegradación del colorante, a través de un proceso 
aerobio, conduce a moléculas de menor tamaño que son incorporadas al ciclo de Krebs. Por otro lado, 
se llevó a cabo un análisis preliminar del desempeño de la degradación en un fermentador de platos, a 
escala piloto, que permitió evidenciar la mineralización del contaminante por la producción de CO2.  
Finalmente,  se analizaron los impactos ambientales de la industria textil, mediante una matriz de 
Conesa –Fernandez, evidenciando los beneficios de la metodología de tratamiento propuesta para 
mejorar el desempeño ambiental del sector. Todos los resultados de esta investigación fueron 
soportados por herramientas estadísticas, tales como Diseño de Experimentos y análisis de varianza 
ANOVA, usando los software Statgraphics Plus, versión 5, y SAS. 
Palabras claves: Biodegradación, Fermentación en estado sólido (FES), Hongos de podredumbre 
blanca (HPB), colorante azo, actividad enzimática, impacto ambiental 
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Abstract 
The presence of dyes causes diverse effects on aquatic ecosystems; not only they affect aesthetics but 
also influence the decrease of photosynthetic processes and gases solubility. Moreover, it has been 
demonstrated that they can exert mutagenic and carcinogenic actions on various organisms. Some 
physicochemical and biological technologies on the treatment of colored effluents have been tested, 
however, high energetic costs and the formation of more toxic or difficult disposal subproducts, limits 
their utilization. 
 
This investigation pretends contribute to solution of the serious  problematic of colored effluents 
contamination, by establishing the optimum conditions of the biodegradation process in solid –phase 
of the synthetic dye, type azo Basic Red 46 (BR46), by the action of white-rot fungi, using wastes from 
the banana industries as solid substrate. In particular, species Pleurotus ostreaus (Po), Pleurotus 
pulmonarius (Pp) and Trametes versicolor (Tv) were used. 
In order to reach the maximum efficiency in the biodegradation process of BR46, the most influential 
variables on the microorganisms growth were evaluated, finding that the best conditions were 
temperature 20ºC, moisture 90%, and carbon-nitrogen proportion of 12. In relation to kinetic curves 
of biodegradation, determination of residual dye on time pointed out that Tv fungus reaches a 
degradation maximum percentage of 63.0% in 17 days of fermentation, on the other hand, Po and Pp 
take as far as the 25th day to reach 69.3% and 63.1%, respectively. By utilizing standard assays the 
enzymatic activity of the microorganisms was determined, being laccase the predominant enzyme 
from the three evaluated species, and reaching with Po a maximum activity of 18.1UI/gss. Simulation 
of the process of biodegradation through the University of Minnesota Biocatalysis/Biodegradation 
Database (UM-BBD), pointed out that the dye biodegradation through an aerobic process leads to 
minor size molecules, which are incorporated to the Krebs cycle. On the other hand, prior analysis of 
the degradation development in a plate-fermenter in pilot scale was made, allowing to show the 
mineralization of the contaminant by CO2 production.  
 
Finally, the environmental impact of the textile industry was analyzed by a ―Conesa-Fernandez‖ 
matrix and the benefits of the proposed treatment methodology were discussed. All the results of this 
investigation were supported by statistic tools, such as Experiments Design and analysis of variance 
ANOVA using the software Statgraphics Plus version 5 and SAS. 
  
Keywords: Biodegratation, Solid-State Fermentation (SSF), White-rot  Fungi ―(WRF)‖, azo dye, 
enzymatic activity, environmental impact. 
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Introducción 
Formulación del problema 
 
La contaminación de cuerpos de agua con colorantes sintéticos, resultado de su utilización intensiva en 
numerosos campos industriales, es un problema latente de nuestra sociedad. La presencia de 
colorantes, aún en concentraciones mínimas de 1.0 ppm, es suficiente para ocasionar el deterioro 
estético del paisaje [1] . No obstante, la repercusión más drástica de su presencia se verifica en los 
procesos fotosintéticos, donde la reducción de la penetración de la radiación solar disminuye la 
capacidad de auto-regeneración del recurso hídrico, afectando la biota acuática en general [2][3]. 
Además, se ha demostrado que pueden ejercer una acción carcinogénica, mutagénica y teratogénica en 
diferentes organismos, impactando, incluso, en la salud humana[4],[5],[6].  
 
Además de los múltiples efectos adversos descritos para estos contaminantes, la aparición de estas 
moléculas en ríos y quebradas del territorio nacional es un fenómeno recurrente y 
preocupante[7],[8],[9]. Su estructura química aromática les confiere estabilidad y resistencia a la 
degradación por luz, temperatura, pH y otros factores comunes de intemperie, por lo tanto, 
permanecen en los ecosistemas acuáticos por periodos bastante extensos.  
 
Con el ánimo de mitigar los impactos ocasionados por el vertimiento de efluentes coloreados, se han 
desarrollado, a través de los años, múltiples metodología de tratamiento. Tal es el caso de los métodos 
físico-químicos y biológicos tradicionales, como la adsorción con carbón activado, floculación, 
oxidación química, ozonización, filtración, intercambio iónico y lodos activados, entre 
otros[1],[10],[11],[12]. A pesar de presentar una eficiencia de decoloración satisfactoria, limitaciones 
asociadas con costos elevados, remoción incompleta o fraccionamiento del colorante, así como la 
generación de lodos y subproductos aún más tóxicos, han ido señalando la necesidad imperiosa de 
desarrollar otras estrategias alternativas[1],[13],[2],[14]. 
 
Frente a la magnitud de la problemática de efluentes coloreados y los inconvenientes derivados de los 
procedimientos tradicionales para su tratamiento, el grupo de investigación SIRYTCOR ha venido 
desarrollando una estrategia novedosa enmarcada dentro de las metodologías mixtas o combinadas. El 
proceso incluye una primera fase de adsorción, donde se retira el colorante del líquido sin 
fraccionamiento; y una segunda fase de biodegradación, bajo Fermentación en Estado Sólido (FES), 
que permite la mineralización, ya sea parcial o completa, de la molécula contaminante.  
 
En la primera fase se han evaluado diversos residuos agroindustriales como adsorbentes de bajo costo 
para la remoción de colorantes en solución. Los altos porcentajes de decoloración obtenidos, así como 
los avances en la construcción de lechos filtrantes y el estudio en continuo de los diversos sistemas 
residuo-colorante,  han aumentado la posibilidad de ofrecer, a mediano plazo, una metodología rápida, 
económica y eficiente para retirar los contaminantes del agua[15],[16],[17],[18],[19],[20],[21]. Para la 
segunda etapa se cuenta con resultados satisfactorios para el sistema residuos de flores – azul brillante 
y con resultados preliminares para la cáscara de banano- Rojo básico 46 [22],[21]. Dado que el proceso 
de biodegradación resulta ser un paso crucial y definitivo para que la metodología propuesta sea 
2 Introducción 
 
integral, es decir económicamente atractiva y ambientalmente favorable, se precisa de la evaluación y 
determinación de factores físicoquímicos que influyen en la eficiencia del proceso fermentativo. 
 
Se seleccionó la optimización de la biodegradación del colorante textil Rojo Básico 46 (RB46) 
adsorbido sobre cáscaras de banano. Dicha selección está fundamentada tanto en los resultados 
satisfactorios en su proceso de adsorción como en el reto de biodegradar un colorante tipo azo, grupo 
de contaminantes altamente utilizados y caracterizados por ser xenobióticos, altamente recalcitrantes y 
de difícil biodegradación[23],[14],[24],[25]. 
 
En este contexto y con el propósito de consolidar y ofrecer una aplicación real a los resultados de 
investigaciones previas, se generó la siguiente pregunta de investigación, en cuya respuesta se basó el 
desarrollo de la presente tesis ¿Cuáles son las mejores condiciones de operación de la FES que 
permiten alcanzar la degradación eficiente del colorante sintético RB46 adsorbido en cáscaras de 
banano, para el delineamiento de una estrategia de tratamiento integral, económica y eficiente de aguas 
residuales coloreadas de la industria textil? 
 
Justificación 
 
El acelerado crecimiento demográfico y el desarrollo industrial de nuevos productos que pretenden 
mejorar la comodidad y calidad de vida de las personas, generan paralelamente un agotamiento 
constante de los recursos naturales necesarios como materias primas en los procesos de producción. 
La alta tasa de deforestación, el cambio climático, la pérdida de hábitats y de biodiversidad, la 
contaminación de suelos, agua y aire, entre otros, son algunas de las consecuencias de las actividades 
humanas que se presentan actualmente a nivel mundial. 
 
El agua, uno de los recursos más preciados, por su importancia para el soporte de toda la vida en el 
planeta, es un recurso factible de renovación a través de tratamientos, cuya disponibilidad sigue siendo 
un desafío en muchas partes del mundo. Durante la década pasada, la mayor actividad agrícola y 
manufacturera no solo incrementó la demanda de este preciado bien, sino que también contribuyó a la 
contaminación del agua superficial y fuentes subterráneas[26]. Debido a que prácticamente todos los 
procesos de manufacturación necesitan agua en mayor o menor medida, y su demanda industrial es 
legítima, el objetivo sería verter cero efluentes, lo cual implica el recirculado del agua, o evitar el 
vertimiento de sustancias contaminantes al medio acuático. En la industria del acabado textil se 
consumen 100L de agua por kg de tejido teñido [27] y se estima que más del 40% del colorante 
utilizado en el proceso de tinción es liberado en los efluentes, causando diversos efectos adversos en 
los ecosistemas acuáticos[28],[5]. Debido a que el vertido de cero efluentes no es técnica ni 
económicamente factible, existe la alternativa de seleccionar metodologías óptimas para el tratamiento 
de aguas coloreadas que retiren los contaminantes, evitando su impacto desfavorable al medio. En este 
sentido, son varios problemas los que se presentan cuando se quiere implementar una tecnología 
óptima, puesto que existe una gran diversidad de técnicas que presentan ventajas, pero tienen 
asociados grandes dificultades. 
Las metodologías existentes que pueden implementarse se clasifican en físicas, químicas y biológicas. 
Los métodos físicos más ampliamente utilizados emplean carbones activados, resinas de intercambio 
iónico y ultramembranas. En estos procesos se logra retirar la molécula contaminante completamente, 
lo cual genera un efluente de gran calidad. Sin embargo, luego de cada ciclo de remoción debe ser 
considerado el problema de disposición de un gran volumen de material contaminado; la 
implementación de procedimientos adicionales para recuperar el contaminante y tratarlo 
adecuadamente; o la regeneración o compra del material de retención lo cual aumenta 
significativamente los costos de operación [11],[13]. Los procesos de degradación química, tales como 
oxidación, reducción y coagulación, permiten alcanzar una decoloración efectiva, pero, en muchos 
casos, las moléculas contaminantes son transformadas, dejando remanentes, tipo anillo benceno, 
aminas aromáticas y anillos naftaleno, que pueden resultar más tóxicos[13],[29]. Los métodos 
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avanzados de oxidación, que se caracterizan por emplear  reactivos, como peróxido de hidrógeno 
(H2O2), ozono y activadores como Fe, radiación UV o corrientes eléctricas, han demostrado ser 
bastante eficientes, obteniéndose, bajo condiciones específicas, la mineralización de los contaminantes, 
sin embargo su implementación a escala industrial implicaría costos insostenibles [11],[29]. 
 
Los métodos biológicos, por otro lado, han mostrado ser eficientes, pero su aplicación en procesos 
con volúmenes industriales no ha sido demostrada. Muchos de los intermedios formados como 
resultado de procesos de biodegradación aerobia bloquean el metabolismo celular posterior y por tanto 
su mineralización no es alcanzada [30], mientras que en los procesos anaerobios se generan aminas 
aromáticas que son tóxicas y mutagénicas para animales[31]. La utilización de hongos ligninolíticos ha 
surgido como una alternativa promisoria para el tratamiento de efluentes coloreados, sin embargo, la 
baja producción de las enzimas implicadas en la degradación de los contaminantes, especialmente 
cuando el cultivo se hace en sumergido, entorpece la aplicación de las especies fúngicas y sus enzimas 
a mayor escala [32],[33] . El cultivo de estos microorganismos bajo Fermentación en Estado Sólido  
(FES) ha demostrado ser la forma más adecuada para obtener eficientemente las enzimas encargadas 
de destruir los contaminantes. Hay múltiples estudios donde se optimiza la producción enzimática y se 
extraen estos catalizadores biológicos para degradar los colorantes, sin embargo, no ha sido posible 
aplicar esta metodología para tratar los grandes volúmenes de efluentes producidos por la industria 
textil.  
 
Ante este panorama, el grupo de Investigación SIRYTCOR viene trabajando en una estrategia integral 
de dos etapas, que combina un proceso físico con uno biológico. El desarrollo de la metodología 
combinada permite aprovechar las ventajas ofrecidas por ambos tipos de tratamientos y evitar las 
limitaciones de las metodologías convencionales. 
  
En la primera etapa, durante el proceso físico de adsorción, se retira de manera rápida y eficiente el 
colorante del líquido. Después del tratamiento, el agua puede verterse a una fuente de agua superficial, 
sin impactar negativamente el medio; desecharse en el sistema de alcantarillado público, sin entorpecer 
el tratamiento de las aguas residuales domésticas; o reutilizarse en el proceso de producción industrial, 
que sería la alternativa más deseable. El uso de residuos agroindustriales como adsorbentes, en lugar de 
los costosos carbones activados, reduce significativamente las inversiones económicas y, por lo tanto, 
aumenta su asequibilidad para pequeñas industrias. 
  
Resuelto el problema de vertimiento, queda sin embargo, la tarea de degradar el colorante adsorbido 
en el residuo agroindustrial. Para lograr este objetivo, se recurre a un proceso biológico, donde se 
aprovecha la capacidad de los Hongos de Podredumbre Blanca (HPB) para degradar moléculas con 
estructuras químicas complejas. El tipo de cultivo utilizado es denominado FES, el cual simula el 
hábitat natural de los microorganismos empleados, mejorando, por tanto, la producción de las enzimas 
encargadas de la degradación de los colorantes. A medida que crece el microorganismo, se puede 
lograr la mineralización del contaminante, con la gran ventaja colateral de generar biomasa fúngica, que 
serviría como acondicionador de suelo, fertilizante orgánico y/o suplemento para alimentación 
animal[11],[34]. 
 
A pesar de lo sencillo que parece el proceso, diversos factores influyen fuertemente en la eficiencia de 
la biodegradación del colorante: la temperatura, la humedad del sustrato sólido, la presencia de micro y 
macronutrientes, la proporción carbono nitrógeno, la naturaleza del contaminante, así como el 
microorganismo utilizado, son algunos de los factores reportados más frecuentemente. Existen 
múltiples estudios donde utilizan las ventajas de la FES en la producción de enzimas ligninolíticas para 
degradar diferentes colorantes. Sin embargo, pocos reportes utilizan como sustrato el residuo de un 
proceso de adsorción y no existen hasta el momento estudios del colorante RB46. Además, a pesar de 
que existen muchos HPB que han demostrado tener la capacidad de degradar colorantes tipo azo, cada 
colorante debe ser evaluado a profundidad, dado que mínimas diferencias en la estructura de los 
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mismos pueden afectar notablemente su degradación por el microorganismo. La distribución 
electrónica y densidad de carga, como impedimentos estéricos, pueden ser los factores que 
contribuyen a este fenómeno[35]. 
 
Por tanto, se considera necesario establecer las condiciones óptimas del proceso de biodegradación en 
fase sólida del colorante tipo azo RB46, con el propósito de consolidar una metodología integral, 
eficiente, económica y ambientalmente favorable para el tratamiento de efluentes coloreados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Hipótesis y objetivos 
1.1 Hipótesis 
La fermentación en estado sólido, bajo las mejores condiciones de operación, es decir, bajo la 
temperatura, humedad y niveles de nutrientes adecuados, permite la degradación eficiente del 
colorante sintético RB46 y el aprovechamiento de los residuos de la industria bananera, para el 
tratamiento de aguas residuales coloreadas. 
1.2 Objetivos 
1.2.1 Objetivo general 
Estudiar el proceso de biodegradación en fase sólida, mediante la acción de hongos de podredumbre 
blanca, de un colorante sintético tipo azo, utilizando residuos sólidos de la industria bananera como 
sustrato.  
1.2.2 Objetivo específicos 
 Establecer las condiciones de humedad, temperatura y dosificación de nutrientes adecuados 
para el crecimiento de tres hongos de podredumbre blanca (Pleurotus ostreatus, Pleurotus 
pulmonarius y Trametes versicolor) sobre el sustrato residuo de banano-colorante. 
 
 Construir curvas cinéticas de degradación del colorante en fase sólida. 
 
 Identificar las enzimas implicadas en el proceso de degradación del colorante RB46. 
 
 Identificar los mecanismos probables de degradación del colorante, mediante el uso de 
sistemas expertos y detectar especies intermedias. 
 
 Analizar preliminarmente el desempeño de la degradación en un fermentador de platos a 
escala piloto. 
 
 Implementar la metodología de Conesa Fernandez-Vitora modificada, para obtener una 
matriz que permita evaluar el impacto ambiental de una empresa que utiliza colorantes en su 
proceso de producción. 
 
 
 
2. Marco de referencia 
2.1 Generalidades colorantes sintéticos 
El hombre ha utilizado colorantes naturales desde la antigüedad, el primer uso conocido de un 
colorante orgánico se presentó hace más de 4000 años, cuando el azul índigo fue encontrado en las 
envolturas de las momias egipcias. Hasta el siglo XIX todos los colorantes eran más o menos 
naturales, extraídos de plantas, insectos y moluscos y producidos a pequeña escala.  Fue solo después 
de 1856, cuando Perkin descubrió el primer colorante sintético, Mauveine, que los colorantes 
empezaron a ser fabricados sintéticamente y a gran escala[13]. 
 
Los colorantes sintéticos se caracterizan por poseer estructuras aromáticas complejas que los hacen 
muy  estables en ambientes naturales y resistentes a la degradación [13].Sus moléculas se componen de 
dos elementos fundamentales, los cromóforos, responsables de producir el color y los auxocromos, 
que pueden complementar el cromóforo y  hacer que la molécula sea soluble en agua y darle una 
mayor afinidad hacia las fibras[13],[36].Los cromóforos más importantes son los grupos azo, 
carbonilo, metino, nitro y quinoide. Y dentro de los auxocromos más importantes se encuentran los 
grupos amina, carboxilo, sulfonato e hidroxilo. 
 
Los colorantes muestran una diversidad estructural considerable y se clasifican teniendo en cuenta 
diversos aspectos por ejemplo su estructura química, su aplicación al tipo de fibra o pueden 
identificarse dependiendo de su solubilidad. El sistema Color Index (CI), es el sistema de clasificación 
más utilizado. Este incluye el nombre de la clase de colorante (básico, disperso, ácido, etc), su color 
(rojo, azul, etc) y un número. El código del CI es asignado  a un colorante  cuando un fabricante revela 
la estructura química comparándolo con un medio de contraste. A pesar de que un colorante posea un 
CI, la pureza y composición química exacta puede variar dependiendo del nombre[37] . 
 
Los colorantes azoicos son compuestos aromáticos con uno o más enlaces (-N=N-), son los más 
ampliamente utilizados y representan del 65-70% de la producción total de los colorantes [38]. Su 
amplia utilización se debe a que ofrecen una amplia gama de colores (rojo, azul, naranja, negro, 
amarillo), presentan alta estabilidad y un porcentaje de fijación superior al 98% sobre diferentes fibras 
como poliéster, algodón, nylon, lana y seda.  La alta estabilidad es considerada un defecto cuando son 
vertidos puesto que se requieren tratamientos fuertes para disminuir los efectos nocivos que causan 
sobre los recursos hídricos[38],[37]. 
2.1.1 Colorante Rojo Básico 46 
Este colorante de carácter catiónico (genera cationes en solución) es clasificado con el CI 110825 y 
recibe otros nombres comerciales como Rojo ultracryl, Astrazone, RotFBL, Maxilon Red (GRL) [23]. 
En la tabla 1 se describen algunas de sus propiedades y en la ilustración 1 se presenta la estructura 
catiónica del colorante RB46. 
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Tabla 1. Características colorante RB46 
Características Rojo básico 46 
Otros nombres  Rojo maxilon GRL 
λmax 530 nm 
Tipo Catiónico 
Peso molecular 357.5 g/mol 
Grupos Azo 1 
 
 
Ilustración 1 Estructura del colorante sintético Rojo Básico 46. 
Fuente [37] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2 Industria textil 
Los procesos de producción de la industria textil pueden dividirse básicamente en tres sectores: 1) 
fabricación de hilos; 2) fabricación de tejidos; 3) acabado y confección. Sin embargo, una misma 
textilera puede incluir dos o los tres tipos de etapas. La interrelación de los procesos se hace evidente 
al observar que cada etapa genera la materia prima del proceso siguiente (tabla 2)[39]. 
 
Los procesos a realizarse en cada empresa difieren de acuerdo al sector o sectores donde estén 
enmarcados sus productos (hilos, telas o prendas) y según el tipo de fibra empleada, tela a producir, 
colorante y/o clase de maquinaria disponible. En las etapas de fabricación de hilos y de confección, la 
mayor parte de los residuos no son peligrosos y resultan relativamente fáciles de reutilizar, reciclar o 
verter adecuadamente. Sin embargo, las etapas de pretratamiento, blanqueo, teñido y acabado de telas 
y prendas, representan riesgos considerables desde el punto de vista ambiental puesto que demandan 
grandes cantidades de agua limpia, un consumo energético elevado y utilizan diversos productos 
químicos auxiliares que generarán volúmenes considerables de agua residual contaminada [40],[39]. Los 
principales componentes de sus efluentes son las impurezas que se le retiran a las fibras naturales y 
químicos tales como ácidos, bases, sales, agentes humedecedores, tensioactivos, componentes 
clorados, aceites y grasas, entre otros. Las aguas residuales textiles son irregulares y variables en su 
composición puesto que dependen de la unidad de proceso y la operación que se efectúe. Debido a la 
variabilidad en carga, tipos de contaminantes, temperatura y pH, los vertimientos de la industria textil 
constituyen uno de los efluentes de más difícil tratamiento [41].  
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En particular, los colorantes son unos de los contaminantes con mayor atención debido a su efecto 
carcinogénico, mutagénico, su resistencia a la degradación por procesos convencionales y el notable 
deterioro estético del medio. Se estima que entre el 40 – 50% del colorante utilizado durante los 
procesos de acabado y teñido son desechados en los efluentes [42], aumentando la peligrosidad, la 
DBO y  la DQO de los mismos [43],[39]. 
 
 
Tabla 2 Etapas y operaciones de la industria textil 
 
Etapa Objetivo Operaciones 
Fabricación de 
hilos 
Transformar las fibras 
naturales (seda, algodón, 
lino, etc) o fabricadas 
(polyester, acetato, 
nylon, etc) en hilos 
continuos y uniformes. 
Cardado, estirado, peinado, 
mecheras, hilado y encolado. 
Fabricación de 
tejidos 
Enlazar los hilos en 
telares (tejido plano) o 
en mallas (tejido de 
punto) para obtener 
telas. 
Urdido, tejido. 
 
Acabado 
 
 
Confección 
Obtener telas  
terminadas, prendas de 
vestir, sábanas, etc. 
Abarca todas las 
operaciones químicas y 
mecánicas a que se 
someten los hilos y los 
tejidos. 
Pretratamiento (lavado, 
descrude, desapresto, 
mercerización, etc.), blanqueo, 
teñido, estampado, fijado, post-
tratamiento. 
Diseño, trazo, corte, 
confección e inspección. 
 
2.2.1 Industria textil en Colombia 
En Colombia la industria textil y de confección es gran relevancia para la economía del país. Esta 
industria genera aproximadamente ―600.000 empleos de forma directa e indirecta, representa cerca del 
12,1% de la producción industrial nacional, el 6% de las exportaciones totales y el 13,3% de las ventas 
de productos no tradicionales‖[39]. El Sector textil está compuesto por los productores de fibras de 
tipo natural y químicas, hilandería, tejeduría y confeccionistas, así como  las empresas dedicadas al 
acabado de telas y prendas confeccionadas, de aquí su alta representatividad en la economía. En el año 
2010 Colombia exportó US$ 343.7 millones en textiles (17% más que en el 2005) y US$ 718,3 millones 
en confecciones, principalmente a Ecuador, Venezuela, Perú y México[44]. 
 
Geográficamente esta industria está distribuida en Medellín (50%) y Bogotá (36%), siendo Ibagué el 
tercer centro textil del país. Tan solo en Antioquia el negocio de los textiles y las confecciones 
representa el 43% del empleo industrial del Departamento y genera aproximadamente 170.000 
empleos [44]. 
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Ilustración 2. Exportaciones de Colombia en confecciones y textiles 
 
     
 
Factores como el color, el diseño y la calidad de los productos textiles nacionales, son los que han 
permitido su éxito en mercados altamente competitivos como el de Estados Unidos, la Unión Europea 
y la Comunidad Andina, entre otros. Sin embargo, estos factores de competitividad coinciden con 
aquellas etapas del proceso que representan un mayor riesgo ambiental, puesto que son especialmente 
intensivas en el consumo de agua, demanda de energía y vertimiento de contaminantes hídricos. Se 
han realizado múltiples esfuerzos para minimizar los impactos ambientales de la industria, entendiendo 
que la producción más limpia constituye una ventaja competitiva más que una amenaza: permite 
posicionar sus productos en algunos nichos de mercados internacionales y cautivar a los consumidores 
que cada vez más exigen prácticas ecológicas en los procesos productivos[39]. 
 
Respondiendo a las nuevas tendencias de los consumidores, el sector textil ha buscado alternativas 
para mejorar el desempeño ambiental de las empresas a través del ahorro y uso eficiente del agua y la 
energía, así como de los insumos y materias primas: se han  desarrollado maquinas con reducción 
drástica de tiempos y consumos de agua y energía; se han implementado tratamientos de última 
generación como los enzimáticos y potencializadores de oxígeno para evitar las aguas de 
neutralización; se han utilizado colorantes de alta fijación para la reducción de los lavados y colorantes 
dispersos que requieren menos energía; entre muchos otras innovaciones[45]. Con esto se ha buscado 
prevenir los impactos ambientales, el mejoramiento de la eficiencia de los procesos y por supuesto el 
beneficio económico asociado a la disminución de costos directos y a la minimización del costo de 
control de la contaminación. Sin embargo, cabe aclarar que la utilización e implementación de las 
nuevas tecnologías e insumos es costoso. Solo las grandes industrias tienen el acceso a estos y en el 
sector textil colombiano el 90.4% de las empresas son microempresas y solo el 0.5% grandes 
empresas[44]. 
2.3 Fermentación en estado sólido 
La fermentación en estado sólido (FES) es un tipo de fermentación llevada a cabo sobre un soporte 
sólido en ausencia de agua libre. En este tipo de procesos, la humedad necesaria para apoyar el 
crecimiento y el metabolismo del microorganismo se encuentra en un estado absorbido o acomplejado 
entre la matriz[46],[47].  
 
Se pueden distinguir dos tipos de sistemas de fermentación en estado sólido dependiendo de la 
naturaleza de la fase sólida utilizada. El sistema más ampliamente utilizado implica el uso de materiales 
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naturales, generalmente de origen agrícola, que sirven al mismo tiempo como soporte y fuente de 
algunos nutrientes para el microorganismo[46],[47],[48]. A pesar de que la naturaleza compleja y 
heterogénea de estos materiales hace de la caracterización y la reproducibilidad exacta de dichos 
procesos una tarea dificultosa, su uso representa una solución alternativa a los problemas económicos 
y ambientales que genera su disposición[48],[47]. El otro tipo de fermentación que se utiliza con 
menos frecuencia hace uso de matrices inertes que son impregnadas con un medio proveedor de 
nutrientes. Aunque esta metodología provee facilidades en la determinación de parámetros cinéticos y 
reproducibilidad del proceso, conllevan a un aumento en los costos de operación [47]. 
 
 La FES es un procedimiento conocido desde siglos pasados que ha sido ampliamente utilizado en 
países Asiáticos para la producción de alimentos y bebidas alcohólicas tradicionales como el ―koji 
―japonés y el ―tempeh‖  de indonesia.  En países occidentales la metodología fue casi ignorada después 
de 1940 debido al gran impulso que se dio a los sistemas de fermentación en cultivo sumergido con el 
desarrollo de la penicilina y a los pocos avances en materia de control, modelamiento y automatización 
que presentaban los procesos de fermentación en estado sólido[46],[47]. Sin embargo, en los últimos 
años, la  FES ha ido ganando atención de toda la comunidad científica gracias a varias ventajas 
biotecnológicas que presenta sobre la fermentación en estado sumergido. Entre las más importantes se 
resaltan el bajo costo, la disminución del gasto energético, poco empleo de agua y por lo tanto poca 
generación de aguas residuales, la mayor concentración final y estabilidad de productos, disminución 
de la represión catabólica, permite el cultivo de microorganismos especializados para sustratos 
insolubles en agua y no demanda condiciones de esterilidad extremas por la baja actividad del agua 
(Aw) que reduce la posibilidad de contaminación por agentes  indeseados[34],[46],[47]. 
 
Para llevar a cabo procesos de fermentación en estado sólido se han utilizado hongos y bacterias, sin 
embargo, los hongos filamentosos son el grupo de microorganismos más importantes, ideales y mejor 
adaptados para la FES. El crecimiento fúngico en forma de hifas y su tolerancia a baja  actividad del 
agua y a condiciones de presión osmótica alta, le da a los hongos grandes ventajas sobre los 
microorganismos unicelulares en la colonización de sustratos sólidos y la utilización de los nutrientes 
disponibles [47]. Mediante el cultivo de estos organismos bajo sistemas FES se ha logrado llevar a cabo 
diferentes bioprocesos como la biodegradación de compuestos altamente contaminantes, el 
enriquecimiento nutricional de residuos de cultivo y la obtención de diversos productos como 
biocombustibles, antibióticos, alcaloides, ácidos orgánicos (ácido acético, láctico, fumárico, oxálico, 
etc) y una amplia gama de enzimas (proteasas, lipasas, celulasas, fitasas, etc)[46],[47]. 
2.3.1 Hongos de podredumbre blanca y sus enzimas en la degradación 
de colorantes 
Una de las aplicaciones de la FES ampliamente estudiada durante los últimos años, es la degradación 
de colorantes sintéticos. Aunque diferentes bacterias como Enterococcus faecalis, Bacteroides fragilis, 
Clostridium perfringens y otras de los géneros Pseudomona spp., Bacillus spp., Sphingomona spp., Staphylococcus 
spp. [49],[11],[36],[50], han demostrado ser capaces de decolorar efluentes coloreados, los hongos de 
podredumbre blanca (HPB) son sustancialmente más eficientes en dicha tarea [35]. 
 
Los HPB constituyen un grupo fisiológicamente diverso que compromete hongos basidiomicetos en 
su mayoría. Estos organismos son  capaces de despolimerizar y mineralizar la lignina, polímero amorfo 
presente en la pared celular vegetal. La lignina es un fenilpropanoide sintetizado aleatoriamente 
utilizando como precursores el alcohol p- cumarílico, alcohol coniferílico y alcohol sinapílico y cuya 
estructura compleja se muestra en la figura 2, [51]. Si los hongos son capaces de degradar esta 
estructura compleja,  no es de extrañar su desempeño en  la destrucción de los colorantes que 
conforman moléculas mucho más sencillas. 
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Se atribuye la capacidad ligninolítica fúngica, a la producción de una o más enzimas extracelulares 
llamadas enzimas ligninolíticas. La Lignina Peroxidasa (LiP), la Manganeso Peroxidasa (MnP) y las 
Lacasa (Lac) son las más comunes. La falta de especificidad de sustrato y la gran actividad oxidativa de 
estos catalizadores biológicos ejercen un efecto degradador sobre la lignina y sobre diversos 
contaminantes ambientales de estructuras complejas incluyendo los colorantes[35],[32]. Dado que los 
procesos en fermentación en estado sólido, cuando son llevados sobre residuos de origen vegetal, 
simulan las condiciones del habitad natural de los HPB, se permite la producción más eficiente de las 
enzimas encargadas de la degradación de los compuestos contaminantes. 
 
Los cultivos en sumergido se han empleado para la obtención de enzimas ligninolíticas encaminadas al 
tratamiento de efluentes coloreados[35],[52], sin embargo, demandan altos costos y han demostrado 
no ser los más adecuados para el desarrollo y actividad de especies fúngicas, debido al estrés 
hidrodinámico y al esfuerzo cortante que las obliga a crecer en forma de pequeñas esferas, estado en el 
cual son menos eficientes y sus metabolitos secundarios menos estables [53],[54]. 
 
Ilustración 3. Estructura típica de la lignina. Fuente [55]. 
 
En la literatura se reporta principalmente tres formas diferentes de implementación de la fermentación 
en estado sólido y de los HPB para la decoloración de efluentes contaminados. Una de ellas, la más 
común, implica el crecimiento de los hongos en sustratos sólidos y una posterior recuperación de las 
enzimas extracelulares producidas durante la fermentación, las cuales son usadas ex situ para decolorar 
los efluentes. Otras investigaciones incluyen tratamientos en los que se alimenta una solución de 
colorante en un sistema donde el hongo se encuentra en crecimiento sobre un residuo sólido; las 
enzimas producidas durante su crecimiento se encargan de la decoloración (decoloración in situ). La 
última modalidad consiste en utilizar como soporte y sustrato de la fermentación, el residuo resultante 
de un proceso de adsorción, en el que gran parte del colorante presente en la superficie del adsorbente 
puede ser aprovechado por el microorganismo como fuente de carbono y energía, dando como 
resultado su degradación y mineralización, es decir, conversión a agua, dióxido de carbono y biomasa. 
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En la tabla 3, se resumen los resultados más importantes de diferentes estudios de FES para la 
degradación de colorantes. En la primera columna se especifica que modalidad de la FES fue 
implementada. La segunda columna indica el HPB utilizado, el medio de cultivo suplementado para 
aportar diferentes nutrientes y las condiciones de temperatura y humedad empleadas. En la tercera 
columna se especifica el residuo agroindustrial utilizado como soporte de la FES, el tamaño de 
partícula y cantidad empleada. La cuarta columna indica los colorantes utilizados y la concentración en 
la que se llevó a cabo el estudio de degradación. La última columna indica los porcentajes de 
degradación obtenidos y la enzima implicada. 
 
 
 
 
Tabla 3. Fermentación en estado sólido en la degradación de colorantes 
Autores 
Año 
Implementac
ión FES 
Microorganismo 
Condiciones de cultivo 
Residuo Colorantes Observaciones 
 
Gomez et al. 
(2005) [56] 
 
Ex situ 
 
 
 
Coriolopsis rigida 
 
T= 30°C 
Humedad 90% 
Medio(por litro): 4g glucosa, 15g de 
extracto de levadura, 0.75g de NH4Cl, 2g de 
KH2PO4, 0.5g de MgSO4.7H2O, 0.1g CaCl2. 
2H2O, 0.5g KCl, 0.2g tiamina, 20mM buffer 
de acetato (ph 4.5). 
Inductor: sulfato de cobre 
 
 
 
 
Cáscara de 
cebada y 
castañas. 
3-7 mm 
 
 
2g con 
15mL de 
medio de 
cultivo. 
 
Naranja de 
metilo (azo), 
verde de metilo, 
índigo carmín. 
 
Concentración 
100μM. 
 
Inductor duplicó 
cantidad de Lacasa 
producida. Máxima 
actividad de enzima 
obtenida a los 25 días de 
cultivo. 
 
%degradación en cubeta: 
Azo 80%- 1día. 
Indigo 100% -4h 
Verde 90%- 1 día 
 
Couto et al.  
(2006) [57] 
 
Ex situ 
 
Bioreactor 
producción 
enzimas 
 
Trametes hirsuta 
  
Bioreactor de platos cónico (1.8L) 
T= 30°C 
Humedad 90% 
 
Bioreactor de inmersión 
T= 30°C 
Cultivo sumergido cada 90s por un lapso de 
10s 
 
Medio (por litro): 4g de glucosa, 15g de 
extracto de levadura 2g de tiamina, 0.75g de 
NH4Cl, 2g KH2PO4, 0.5g de MgSO4.7H2O, 
0.1g de CaCl2. 2H2O, 0.5g de KCl y 20mM 
buffer de acetato (ph 4.5). 
 
 
Semillas de 
uva. 
 
90gr 
formando 
capa de 
1cm de 
espesor 
 
 
Índigo carmín, 
naranja de 
metilo(azo), 
verde de metilo, 
verde malaquita, 
azul bromofenol. 
 
Concentración 
50 μM 
 
. 
 
Bioreactor de platos 
permitió obtener lacasas 
en mayor proporción. 
 
%degradación en cubeta:  
Índigo 98%-20h 
 azo 83%- 22h 
 azul  99%-20h verde de 
metilo 80%-20h 
 verde malaquita 
78%-20h  
 
Osma et al. 
[58] 
(2007)  
 
 
Ex situ 
 
Trametes pubescens 
 
Medio (por litro): 2g glucosa, 15g de 
extracto de levadura, 0.9g (NH4)2SO4, 2g de 
KH2PO4, 0.5g de MgSO4.7H2O, 0.1g 
CaCl22H2O, 0.5g KCl, 0.5g tiamina. 
Buffer de citrato fosfato (ph 4.5). 
 
 
Cáscara de 
banano 
7.5mm 
x7.5mm 
7g en 20ml 
de medio. 
Cáscara 
pretratada 
con KOH 
83.17mM  
 
Verde de metilo 
y azul brillante 
remazol R. 
 
Concentración 
0.133g/L para el 
azul y 0.033 g/L 
para el verde. 
 
 
%degradación en cubeta 
(1.5ml):  
96.4% verde-21h 
84.5% azul-21 h 
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Tabla 3 (Continuación) 
Autores 
Año 
Implementación 
FES 
Microorganismo 
Condiciones de cultivo 
Residuo Colorantes Observaciones 
 
Murugesan et 
al. (2007) [59] 
 
 
Ex situ 
 
 
Ganoderma lucidum 
 
T= 30°C 
Humedad 70% 
Medio: bajo en nitrógeno suplementado con 
0.2g de glucosa. 
 
Salvado de 
trigo 
10g 
 
Azul Brillante 
Remazol R y 
Negro Remazol 
5(azo) 
 
Concentración 
50ppm 
 
Extracto enzimático 
tomado a los 7 días de 
cultivo. Lacasa 
responsable 
decoloración. 
%degradación en 
ependorf de 1ml: 77.4% 
para el tipo azo en 
presencia de mediador 
redox. 
 
Sun et al. 
(2009) [60] 
 
Ex situ 
 
 
Trametes sp. AH28-2 
 
T=28°C 
Humedad 80-90% 
26 medios compuestos de diferentes 
proporciones de los 4 residuos fueron 
evaluados para elegir el mejor medio. 
Para evaluar las condiciones que daban una 
mayor cantidad de lacasas se probaron 
combinaciones de las siguientes condiciones 
T= 20°C, 24°C, 28° 
Humedad 67%, 75%, 80% 
pH inicial solución añadida: 4, 6 y 7.5 
Volumen de inoculo: 0.3, 0.45, 0.60ml 
Inductor: CuSO4 0.04, 0.4 y 0.8 
Condiciones óptimas halladas para 
producción de lacasas: T=24°C ; humedad 
80%; vol. Inoculo 0.3ml,; pH=6. 
 
Cáscara de 
maní, 
tallos de 
nabo, 
cascarilla 
de arroz, 
salvado de 
trigo. 
5-10mm 
 
Colorantes 
reactivos  Azul 
Cibacron FN-R 
y azul Levafix 
CA 
 
Concentración 
0.1, 0.5 y 1 g/L 
 
 
La adición de cobre a 
concentración  baja no 
aumentó 
significativamente la 
cantidad de lacasa 
producida y en 
concentraciones altas 
afectó el crecimiento del 
microorganismo. 
 
%degradación en cubeta: 
Superior al 90% para 
ambos colorantes 
después de 8h. 
 
Boer et al 
(2004)[61] 
 
In situ 
 
Lentinula  edodes 
 
T= 30°C 
Humedad 75%, 80%, 83% 
 
Medio (por litro): 20g maltosa, 1.33g 
KH2PO4, 0.1 CaCl2. 2H2O, 0.5g de 
MgSO4.7H2O, 0.07g de FeSO4.7H2O, 0.046g 
de ZnSO4.7H2O, 0.035 de MnSO4.H2O, 
0.007g de CuSO4.5H2O, 1g de extracto de 
levadura. 
Se adicionó glucosa 1% (p/v) 
 
Tuza de 
maíz 
5g 
 
Negro amino 
(azo), rojo congo 
(azo), azul de 
tripano (azo), 
verde de metilo, 
azul brillante 
remazol, violeta 
de metilo, violeta 
etil y azul cresil 
brillante. 
 
Concentración 
200ppm 
 
Degradación de 
colorantes por 
Manganeso 
peroxidasa. 
Ausencia de H2O2 y 
MgSO4afectaba 
negativamente el 
proceso. 
 
% degradación en 
cubeta: Superior al 85% 
para los colorantes  tipo 
azo (18 días). 
 
 
Couto et al. 
(2006) [62] 
 
In situ 
Bioreactor 
 
 
Trametes hirsuta 
 
Bioreactor de lecho expandido (200ml) 
operado en batch y continuo. 
 
Medio (por litro): 4g de glucosa, 15g de 
extracto de levadura 2g de tiamina, 0.75g de 
NH4Cl, 2g KH2PO4, 0.5g de MgSO4.7H2O, 
0.1g de CaCl2. 2H2O, 0.5g de KCl y 20mM 
buffer de acetato (ph 4.5). 
 
 
Cáscara de 
naranja 
pretratada 
con KOH 
83.17mM 
 
5mm 
 
 
 
Indigo Carmín, 
azul bromofenol, 
naranja de metilo 
(azo), poly R-478 
 
 
Operación en batch: se 
adicionaron los 
colorantes índigo y azul a 
los 16 y 19 días de la 
fermentación, 
respectivamente. 
%degradación: Índigo 
98%-3h 
azul 98%- 120h 
En continuo 
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Tabla 3. (Continuación) 
 
Autores 
Año 
Implementación 
FES 
Microorganismo 
Condiciones de cultivo 
Residuo Colorantes Observaciones 
 El medio alimentado en la operación en 
continuo consistía del colorante, 2g/L de 
glucosa y 0.1mM de buffer acetato. Tiempo 
de retención: 0.8, 1, 1.5 y 3 días. 
 
  Se adicionó el medio en 
el día 15 de 
fermentación. 
%degradación: Índigo 
94%, azo 81%, poly 47% 
Con tiempos de 
retención de 2 a 3 días 
 
Tychanowicz 
et al. (2007) 
[63] 
  
 
In situ 
 
 
Pleurotus pulmonarius 
 
T= 30°C 
Humedad 75% 
Medio(por litro): 20g maltosa, 1.33g 
KH2PO4, 0.1 CaCl2. 2H2O, 0.5g de 
MgSO4.7H2O, 0.07g de FeSO4.7H2O, 0.046g 
de ZnSO4.7H2O, 0.035 de MnSO4.H2O, 
0.007g de CuSO4.5H2O, 1g de extracto de 
levadura. 
Se adicionaron diferentes combinaciones de  
glucosa (0.075, 0.15, 0.30) y tartrato de 
amonio (0.026, 0.013) para dar diferentes 
proporciones C/N (7:1, 15:1, 30:1, 60:1). 
 
Tuza de 
maíz 
3×3×2mm
3 
 
5g 
 
Negro amino 
(azo), rojo congo 
(azo), azul de 
tripano (azo), 
verde de metilo, 
azul brillante 
remazol, violeta 
de metilo, violeta 
etil y azul cresil 
brillante. 
Concentración 
200ppm 
 
Proporción C/N 30:1 
mostró mayor eficiencia 
para crecimiento y 
producción de Lacasa. 
 
%degradación en cubeta: 
Superior al 88% para los 
colorantes tipo azo (5 
días). 
 
Nigam et al. 
(2000) [64] 
 
Adsorción- 
FES 
 
Phanerochaete chrysosporium 
T= 37°C 
Coriolus versicolor 
T= 28°C 
 
Medio(por 100 g de sustrato): 6.6g de 
(NH4)2HPO4; 1.5g MgSO4.7H2O; 1.5g de 
CaCl2.2H2O, a una proporción C:N de  20:1 
 
Astillas de 
madera. 
3×3×2mm
3 
 
Tuza de 
maíz, trigo. 
1×3×1mm
3 
 
 
Se trató mezcla 
de rojo y naranja 
cibacron,  
Tipo remazol: 
rojo, azul, azul 
marino, azul 
turqueza, negro 
B, amarillo 
dorado. 
 
 
Solo se reportó evidencia 
visual de la decoloración 
pero no porcentajes. 
Los microorganismos 
crecieron de manera 
satisfactoria sobre el 
complejo residuo-
colorante. 
 
Robinson, T., 
Nigam, P. 
(2008) [34] 
 
Adsorción- 
FES 
 
Bjerkadera adusta 
 
Humedad 75%, 80%, 85% 
Se evaluaron cuatro medios 
1.(por litro): 0.30g urea, 1.40g de (NH4)SO4, 
2g de KH2PO4, 0.3g CaCl2, 0.3g de 
MgSO4.7H2O, 1g de peptona, 5g de 
FeSO4.7H2O, 1.60g de MnSO4.H2O, 1.40g 
de ZnSO4.7H2O, 2g de CoCl2. 
Se adicionó Tween 80 (1ml/25ml). 
2.Medio(por 100 g de 15igninolí seco): 
6.6g de (NH2)HPO4, 1.5g de MgSO4.7H2O, 
1.5g de CaCl2. H2O. 
3.Medio(por litro): 1g de KH2PO4, 0.7g de 
CaCl2. H2O, 3.5g de  MgSO4.7H2O, 0.35g de 
FeSO4.7H2O, 0.25g de ZnSO4.7H2O, 0.17g 
de de MnSO4.7H2O, 0.35g de CuSO4.5H2O. 
4.Medio(por litro): 2g de KH2PO4, 0.2g de 
Na2HPO4, 0.5g MnSO4.7H2O. 
 
 
Cáscara de 
cebada. 
 
1mm x 
2mm 
5g 
 
Se trató mezcla 
de amarillo 
cibacron C-2R, 
rojo cibacron C-
2G, azul 
cibacron C-R, 
negro remazol B 
y rojo remazol 
RB. 
 
Concentración 
100 mg/L 
 
 
 
El medio numero 1 fue 
el más adecuado para el 
crecimiento del 
microorganismo. 
 
Lacasa y Lignino 
peroxidasa encargadas 
de la degradación. 
 
%degradación: 53.1% de 
los colorantes adsorbidos 
a los 21 días. 
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La metodología propuesta por Robinson et al [11],[34] es la que se implementó en la presente 
investigación debido a su carácter poco explorado y sus bondades previstas de  manejo: la primera 
etapa de adsorción permite retirar los colorantes de manera continua y rápida, puede reutilizarse el 
adsorbente hasta que pierda su capacidad para retener los contaminantes y posteriormente ser 
degradado en un proceso paralelo que no impide la reutilización inmediata del agua para fines de 
producción o su vertimiento sin acumulación en la empresa [11]. Los volúmenes de efluentes 
coloreados que pueden tratarse son mayores que con las metodologías in situ y ex situ, ya que estas 
necesitarían una producción muy grande de enzimas en muy poco tiempo para tratar los volúmenes 
que supone la industria textil. 
Además, como se mencionó anteriormente, la adsorción del colorante sintético Rojo básico 46  sobre  
cáscaras de banano  se ha trabajo exitosamente  en el grupo de investigación  [20] y resultados 
preliminares de la biodegradación utilizando Pleurotus ostreatus fueron satisfactorios sin embargo no tan 
altos como se esperaba [22].  
Se utilizaron los hongos de podredumbre blanca Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Trametes 
versicolor por su capacidad de producir diferentes enzimas ligninolíticas utilizando residuos 
agroindustriales como sustrato y degradar diferentes clases de colorantes ( incluso tipo azo)[32],[35]. 
Vale la pena resaltar que estudios de degradación utilizando el RB 46 no se han encontrado hasta el 
momento. 
2.4 Factores incidentes en la fermentación en estado sólido 
La eficiencia del proceso de biodegradación está influenciada por las condiciones en las que el proceso 
de fermentación en estado sólido es llevado a cabo ya que estas pueden potenciar o inhibir el 
crecimiento microbiano en el medio cultivo y por tanto la producción de enzimas ligninolíticas 
necesarias para la degradación de los colorantes. 
2.4.1  Humedad y actividad del agua 
Mantener un nivel óptimo de humedad es un factor importante en los sistemas de fermentación en 
estado sólido. Un porcentaje de humedad muy bajo reduce la difusión de nutrientes, el crecimiento 
microbiano y la estabilidad de las enzimas. Mientras que uno alto origina la aglomeración de las 
partículas, limita la transferencia de gases y promueve la competencia de las especies fúngicas con 
bacterias[32],[65]. En términos generales, el rango de humedad en los sistemas FES, cuando se utilizan 
hongos filamentosos, varía de 60-90% [66],[34],[56],[57],[59],[60],[63] mientras que la humedad de la 
matriz sólida cuando se trabaja con bacterias debe ser mayor a 70% [47]. 
 
Como criterio general los requerimientos de agua de los microrganismos deben ser definidos en 
términos de la actividad del agua (Aw) más que en contenido de agua del sustrato sólido. La actividad 
del agua representa el agua disponible para el microorganismo y es altamente dependiente de las 
propiedades del sustrato sólido para ligar el agua[67]. La reducción de Aw permite la extensión de la 
fase lag de los microorganismos y disminuye la rata específica de crecimiento y la producción de 
biomasa. Las bacterias necesitan valores de Aw más altos que los hongos (Tabla 4) por lo que las 
condiciones de la FES de baja actividad del agua confiere ventajas a las especies fúngicas[47][46][67]. 
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Tabla 4. Valores de actividad del agua para el crecimiento de distintos organismos 
 
Microrganismo 
Rango para el 
crecimiento 
Valor mínimo 
Bacterias 0.92-0.99 0.85 
Levaduras 0.85-0.93 0.79 
Hongos 0.80-0.90 0.62 
  
 
La humedad relativa (HR) y la actividad del agua se relacionan mediante la ecuación 1 
 
   
  
   
 
 
  
         Ecuación 1 
 
Donde P es la presión de vapor del agua en el sustrato y P0 es la presión de vapor del agua  pura. 
2.4.2  pH 
Es un parámetro importante en el cultivo de microrganismos porque cada uno tiene un rango de pH 
que permite su crecimiento y un pH óptimo dentro del rango que incrementa su actividad metabólica. 
Los hongos filamentosos tienen un amplio rango de pH entre 2.0 y 9.0, con un rango óptimo de 3.8 a 
6.0 [47]. Esta versatilidad de los hongos puede ser explotada para prevenir o minimizar la 
contaminación por bacterias eligiendo un pH bajo. En la fermentación en estado sólido el control del 
pH in situ es prácticamente imposible debido a que es un sistema heterogéneo de tres fases y a la falta 
de equipos para determinar el pH en sólidos. 
 
Para superar el problema en el cambio de pH durante la FES pueden utilizarse soluciones buffer que 
no afecten la actividad biológica [56],[57],[58],[62].  
2.4.3 Temperatura 
Es probablemente, la variable física más importante que afecta los procesos de fermentación en estado 
sólido debido a que el crecimiento y la producción de enzimas o metabolitos son sensibles a la 
temperatura [46]. Cada microorganismo presenta una temperatura de crecimiento óptima que puede 
coincidir o no con la de la producción del producto. Los hongos pueden crecer en un amplio rango de 
temperaturas de 20-55ºC [47]. Como se aprecia en la tabla 3 temperaturas oscilan de los 20-35ºC. 
 
El control de la temperatura es difícil de efectuar en los sistemas de FES porque la naturaleza 
exotérmica de las reacciones biológicas implican un  aumento permanente de la temperatura en el 
medio y debido a la baja conductividad de las partículas, las condiciones generalmente estáticas y la 
ausencia en muchos casos de corrientes de aire convectivo se hace muy ineficiente la remoción de 
calor [47],[68],[69]. El problema es mayor en sistemas a gran escala donde la generación de calor 
conlleva a la pérdida de humedad y baja actividad fúngica. De aquí, que uno de los temas clave para la 
implementación exitosa de esta metodología sea la remoción de calor[46].  
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2.4.4 Sustratos 
Los residuos agroindustriales tienen una característica en común, su estructura macromolecular básica 
está constituida por almidón, celulosa, hemicelulosa, pectina y otros polisacáridos y lignina, que le da la 
rigidez al sustrato[70],[47],[57],[58],[62]. El pretratamiento o preparación son pasos necesarios para 
convertir el sustrato nativo o crudo en una forma adecuada para su uso. Puede incluir la reducción de 
tamaño, hidrólisis química para aumentar su disponibilidad y ajustar el pH y la humedad a través de 
una solución mineral [47],[34],[56],[57],[58],[59],[64]. La selección del sustrato adecuado depende 
principalmente de su costo y disponibilidad. 
 
Aunque los residuos agroindustriales constituyen una fuente de alimento para el microorganismo, 
sustancias pueden ser suplidas como una fuente alternativa de carbono. Tal es el caso de la glucosa, 
extracto de malta, etc.,; y la adición de tartrato de amonio, urea, peptonas, aminoácidos, nitratos, etc., 
pueden servir al hongo como fuentes de nitrógeno. Otros elementos como fosforo, azufre, y metales 
pueden ser añadidos para mejorar el crecimiento del microorganismo  y/o  la obtención de productos 
de interés[71],[47],[34].  
2.4.5 Proporción carbono/nitrógeno del sustrato 
La proporción carbono nitrógeno (C/N) es otro de los parámetros importantes que se han tenido en 
cuenta para la obtención de ciertos metabolitos. Varios autores han reportado la importancia de este 
parámetro para obtener mejores producciones de enzimas ligninolíticas[47],[72],[63],[73]. 
2.4.6 Tamaño de partícula del sustrato 
El tamaño de partícula del sustrato es importante ya que está relacionado fuertemente con la 
transferencia de masa durante el proceso de la FES. El tamaño de partícula determina el espacio vacío 
que es ocupado por el aire y la fracción de sustrato que está disponible para el microorganismo. 
Generalmente, partículas pequeñas dan un área superficial grande para la acción microbiana pero si 
son muy pequeñas puede promover la aglomeración del sustrato lo cual interfiere con la transferencia 
de oxigeno que provoca la muerte celular de zonas no expuestas [46],[68],[69]. Partículas grandes 
brindan mayores eficiencias en la transferencia de aire pero poseen una menor área superficial para el 
microorganismo. En este punto hay que tener en cuenta que el tamaño de partícula al ser consumido 
por los microrganismos no permanece constante y tiende a disminuir conforme avanza el proceso de 
la FES [47]. 
 
Diferentes autores utilizando Neurospora sitophila sobre maíz [74], cultivos de Pleurotus sp. P7, Pleurotus 
eryngii, Agrocybe aegarita A1, Pleurotus sp. P1 y Kuehneromyces mutabilis sobre bagazo de caña [75] y dos 
cepas de Pleurotus ostreatus sobre trigo [72] han observado que el  crecimiento  de los microorganismos 
es significativamente mejor cuando se utiliza un menor tamaño de partícula.  Membrillo et al., 2008 
[72] evaluó tres tamaños de partícula (0.99, 1.68, 2.9 mm de diámetro) encontrando mayor capacidad 
del microorganismo para crecer en los sustratos de menor tamaño y más aún, si estos eran 
suplementados  con una fuente adicional de nitrógeno (urea y sulfato de amonio) que cambiaban la 
proporción carbono nitrógeno de  142:1 a C:N=20. Hatvani et al., [76] halló resultados similares 
utilizando el hongo Lentinus edodes para la degradación de los colorantes  Poly R-478, azul brillante 
remazol R y naranja II: la adición de una fuente externa de nitrógeno (cloruro de amonio, peptona o 
extracto de malta) aumentaba significativamente el porcentaje de degradación. 
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2.4.7 Cáscara de banano como sustrato 
El potencial de la cáscara de banano como soporte para la producción de enzimas extracelulares 
involucradas en procesos oxidativos de interés biotecnológico fue demostrada por Reddy et al., 2003 
[77] utilizando los hongos Pleurotus ostreatus y P. sajor-caju. En este estudio se obtuvo una buena 
producción de enzimas ligninolíticas, sin embargo, se hace la recomendación de optimizar las 
condiciones del cultivo adicionando otras fuentes de nutrientes para mejorar el rendimiento en la 
producción de los metabolitos de interés. 
 
Osma et al. (2007) [58] por otra parte, hicieron uso de la cáscara para la producción de lacasas por 
Trametes pubescens en estado sólido; en esta investigación se evaluó la capacidad de degradación del 
líquido extracelular obtenido, llevando a cabo la decoloración de dos colorantes estructuralmente 
diferentes, verde de metilo y azul brillante remazol. El primero fue decolorado en un 57% mientras el 
segundo en un 40.9%, mostrando el alto potencial del método para la degradación de colorantes 
derivados de la antraquinona y de la cáscara de banano como soporte. 
2.4.8 Aireación y agitación 
La aireación y la agitación tienen gran influencia en los fenómenos de transferencia de masa y calor 
durante la FES. La aireación provee oxígeno, remueve metabolitos volátiles como el CO2 y es la 
principal herramienta para la remoción de calor durante el proceso y por tanto para el control de la 
temperatura junto con la evaporación del agua[46],[47],[68]. 
 
Aunque la agitación es uno de los parámetros más importantes en fermentaciones aeróbicas para 
garantizar la homogeneidad, en los sistemas de fermentación en estado sólido presenta algunos efectos 
adversos ya que puede disminuir la porosidad del sustrato por la compactación de las partículas; 
impedir la adhesión de los hongos a los sólidos y causar daños del micelio debido a las fuerzas de 
cizallamiento. Es por esto que los procesos son llevados de forma estática o se prefiere una agitación 
intermitente a una continua [53],[48],[68],[54]. 
2.5  Biorreactores 
El objetivo de los fermentadores o bioreactores es proveer el ambiente propicio para el crecimiento y 
actividad de los microrganismos. Para llevar a cabo los procesos de fermentación en estado sólido se 
han utilizado diferentes bioreactores, entre los principales se conoce los de lecho empacado, tambor 
horizontal o rotatorio, de platos y de lecho [68],[69],[78],[79]. El bioreactor de platos es el más simple 
de todos; consiste de una cámara en la cual el aire con una humedad y temperatura controlada circula a 
través de un número de platos. Los platos son separados ente si y perforados para permitir el flujo de 
aire. El sustrato es esparcido en los platos formando capas de grosor variable dependiendo de la 
contextura del sólido utilizado. La temperatura es regulada por medio de la aireación o mediante 
aspersión de agua. Su simplicidad en el manejo lo hace ideal para procesamiento de pequeños 
volúmenes de sólidos y para la producción de algunos metabolitos que no requieran de altos niveles de 
tecnología [47],[69],[68].  
 
Couto et al. (2006) [57] evaluaron dos tipos de reactores para la producción de enzimas por Trametes 
hirsuta en estado sólido. Los resultados obtenidos demuestran que el reactor de inmersión presenta 
menores rendimientos en la producción de enzimas que el bioreactor de platos. Se pudieron degradar 
satisfactoriamente cinco colorantes utilizando semillas de uva como sustrato de bajo costo. En este 
estudio se evidenció igualmente la diferente especificidad de las lacasas por ciertos tipos de colorantes. 
Los mismos autores reportaron resultados similares para la degradación de índigo carmín, azul 
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bromofenol, naranja de metilo y el colorante polimérico poly R-478, en un bioreactor de lecho 
expandido operando en batch y en continuo. Se utilizaron cáscaras de naranja como soporte y sustrato 
del proceso fermentativo [62].  
 
 
 
3. Metodología 
3.1 Equipos 
Espectrofotómetro UV/Vis Lambda 35, Perkin Elmer; Shaker Unimax 1010, Heidolph; Shaker con 
control de temperatura, Inkubator 1000, Heidolph; Cabina de flujo laminar horizontal, Streamline; 
Centrifuga EBA 20, Hettich; Horno de secado, E&Q; Plancha de calentamiento, Velp Scientifica; 
Balanza de humedad, AE ADAM; Balanza analítica Adventurer, OHAUS; pH-metro Lab 850; Schott; 
Autoclave 50X, All american; Cabina de extracción. 
3.2 Conservación de microorganismos 
La preservación de los hongos de podredumbre blanca Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Trametes 
versicolor se realizó en cajas de Petri con agar PDA como medio de cultivo a 4º C y subcultivados cada 
dos meses[34].  
3.3  Preparación del inóculo 
Previo a cada fermentación se cultivaron en el centro de una caja Petri con agar PDA discos de 1.2 cm 
de diámetro que contenían los microorganismos preservados a 4 ºC. Las cajas fueron preservadas a 28º 
C por un periodo de 5-7 días. Se tomaron pequeños discos (1.2 cm de diámetro) del hongo como 
inóculo para la biodegradación del colorante. 
3.4 Preparación del sustrato  
3.4.1  Pretratamiento cáscara de banano 
La cáscara de banano fue adquirida en una de las cafeterías de la Universidad Nacional de Colombia 
Sede Medellín. Esta fue lavada con abundante agua para retirar otros residuos de frutas. 
Posteriormente fue secada a 100 °C y reducida de tamaño por medio de un molino.  A continuación se 
realizó un lavado de media hora con KOH 83.17 mM para neutralizar ácidos orgánicos[58]. Se realizó 
un segundo lavado con abundante agua para retirar los remanentes de base y se puso de nuevo en el 
horno a 100°C. La cáscara fue tamizada y guardada en bolsas ziploc hasta su utilización. 
3.4.2 Tinción 
Se puso en contacto 500 mg de adsorbente (cáscara de banano) con  250 mL de una solución del 
colorante RB46 a 800 ppm. El proceso de adsorción se realizó en beakers de 500 mL, a temperatura 
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ambiente y agitada vigorosamente en una plancha de calentamiento. El tamaño de partícula utilizado 
en los experimentos fue de 300-500 µm.  
 
La concentración inicial de la solución antes y después de la adsorción fue determinada 
espectrofotométricamente. Estos datos fueron utilizados para determinar los mg de colorante 
retenidos en la cáscara y realizar posteriormente los cálculos de biodegradación. 
3.5 Determinación de las condiciones óptimas de 
biodegradación en erlenmeyer de 50 mL 
Para cada microorganismo se evaluó el efecto de la temperatura, la humedad y la proporción C:N en la 
biodegradación del colorante RB46 adsorbido en cáscara de banano. Se usó un esquema de 
aleatorización en bloques completos al azar, con 4 repeticiones. Los tratamientos se organizaron en 
una estructura de un diseño completamente al azar.  
 
Tabla 5. Tratamientos aplicados en el cultivo de Pp, Po  y Tv 
Tratamiento Temperatura C:N 
Humedad 
ATRO 
1 20 12 90 
2 20 12 142 
3 20 20 90 
4 20 20 142 
5 28 12 90 
6 28 12 142 
7 28 20 90 
8 28 20 142 
 
 
Se emplearon erlenmeyers de 50 mL con 140 mg de sustrato (complejo cáscara de banano-colorante 
RB46) que fueron inoculados con tres discos de 1.2 cm de diámetro que contenían el hongo crecido en 
agar PDA. Se realizaron con esta cantidad de sustrato debido a que es la cantidad óptima encontrada 
en el diseño estadístico utilizado para aumentar la eficiencia de la desorción (ver anexo A). 
 
Las variaciones en cada una de las condiciones se realizaron de la siguiente manera: 
 
 La evaluación del efecto de la temperatura sobre la degradación del colorante RB46 se realizó 
a 20 °C y 28 °C. Las unidades experimentales de 28 °C fueron puestas en una incubadora con 
regulación de temperatura. Los experimentos a 20 °C se realizaron en el cuarto estéril de las 
instalaciones del laboratorio cuya temperatura es regulada por aire acondicionado. Se 
seleccionaron estas dos temperaturas debido a que 28 °C es la reportada en la mayoría de 
estudios con los hongos utilizados, sin embargo el equipo con que se cuenta no tiene 
suficiente espacio para todas las unidades experimentales, razón por la cual se evaluó la 
degradación a 20°C, temperatura a la cual se encuentran las instalaciones. 
 
 La  humedad fue ajustada al 90% y 142% utilizando una solución de nutrientes al principio de 
la fermentación y posteriormente regulada añadiendo agua destilada estéril. Esta fue 
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determinada mediante gravimetría en una balanza de humedad (ver anexo B). Se seleccionaron 
estos porcentajes de humedad por revisión de la literatura y por resultados previos.  
 
  La evaluación del efecto de la proporción C:N se realizó modificando la concentración de 
glucosa en la solución de nutrientes añadida para modificar la humedad del cultivo (ver anexo 
C). Se tuvieron en cuenta los resultados del análisis bromatológico (ver anexo D) realizado a la 
cáscara de banano para calcular la cantidad de glucosa a añadir. Los niveles evaluados fueron 
12 y 20. Se seleccionaron estos dos valores teniendo en cuenta que la bibliografía revisada 
indica que a menor proporción se obtiene una mayor producción enzimática.  
3.6 Construcción de las curvas cinéticas de degradación 
Se cuantificó la biodegradación del colorante en estado sólido en el tiempo. La determinación del 
colorante degradado se realizó mediante balance de masa entre el colorante adherido inicial y el 
colorante residual en cada tiempo. El colorante inicial se determinó espectrofotométricamente, 
desorbiendo el colorante presente en la biomasa sin la acción del microorganismo (control) y 
determinando su concentración en solución (la cual se consideró como el 100%). El colorante residual 
se determinó de la misma manera a medida que trascurre la degradación. Se realizaron tres repeticiones 
para cada hongo en cada tiempo.  
 
             
(     )
  
            Ecuación 2 
Con: 
mi : masa del colorante desorbido del blanco o control  [mg] 
mr : masa residual de colorante desorbido en la muestra  [mg] 
 
3.7 Evaluación del proceso de  biodegradación en Erlenmeyer 
de 100 mL 
Se utilizaron las mejores condiciones de cultivo halladas para cada microrganismo en los experimentos 
realizados en erlenmeyers de 50 mL. Se utilizaron 2.5 mg de cáscara de banano y se inocularon con 
cinco discos de agar conteniendo el microrganismo. Se determinó el porcentaje de biodegradación a 10 
unidades experimentales de cada microorganismo a los 15 y 30 días de fermentación. Esto se realizó 
extrayendo 280 mg de cada unidad experimental para realizar el proceso de desorción por duplicado. 
3.8 Determinación de las enzimas implicadas en la degradación 
del colorante 
Se realizó una extracción enzimática añadiendo 20 mL de buffer acetato (pH = 5,5) 50 µM a las 
muestras de 2.5 g en erlenmeyers de 100 mL. Estas fueron agitadas vigorosamente por una hora para 
liberar las enzimas extracelulares del material de fermentación al buffer. Posteriormente se centrifugó a 
6000 rpm por 5 min y el supernadante fue utilizado para determinar la actividad enzimática [34],[64]. 
 
La actividad enzimática se reporta en unidades internacionales (U), definidas como la cantidad de 
enzima requerida para producir 1.0 µmol producto/min[59],[63], o de forma paralela, la cantidad 
necesaria para oxidar una  1.0 µmol sustrato/min[28]. 
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3.8.1 Actividad Manganeso peroxidasa (MnP)  
Se determinó utilizando sulfato de manganeso (MnSO4) como sustrato ya que su oxidación aumenta la 
absorbancia a λ270nm (є = 11.590 M-1cm-1)  debido a que los iones manganeso, Mn3+, forman un 
complejo con el malonato que absorbe a dicha longitud de onda [28],[59]. La mezcla contenía sulfato 
de manganeso 1.0 mM y peróxido de hidrogeno 0.1 mM en buffer de malonato de sodio (pH  = 4.5) 
50 mM. 
3.8.2 Actividad Lacasa (Lac) 
Se determinó utilizando 2,2- azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) (ABTS) como sustrato 
ya que su oxidación aumenta la absorbancia a λ420nm (є = 36.000 M-1cm-1) [28],[59].  
La mezcla contenía ABTS 2mM y buffer citrato de sodio (pH 3) 0.1 M. 
3.8.3 Actividad Lignino peroxidasa (LiP) 
Se determinó utilizando alcohol veratrílico como sustrato ya que su oxidación en presencia de 
peróxido de hidrogeno aumenta la absorbancia a λ310nm (є = 9.300 M-1cm-1)  debido a la formación de 
veratraldehído [28],[63]. La mezcla contenía alcohol veratrílico 2.0 mM y H2O2 0.5 mM en buffer  de 
tartrato de sodio (pH = 2.5) 50 mM. 
3.9 Simulación de la ruta de biodegradación 
Para la simulación de las rutas metabólicas se utilizó el Sistema Experto de predicción de rutas 
metabólicas de la Universidad de Minnesota (University of Minnesota Biocatalysis and Biodegradation 
Database UM BBD)[80]. Este sistema se construyó a partir de información científica reportada para la 
degradación de gran número de contaminantes y la formulación de reglas heurísticas definidas por 
paneles de expertos en biodegradación. Esta base de datos y su sistema heurístico de predicción está 
conformada por 185 rutas metabólicas, 1192 compuestos, 833 enzimas y 487 microrganismos, 258 
reglas de biodegradación. La probabilidad de ocurrencia de cada reacción en condiciones aeróbicas 
fueron la base para la selección de cada paso de biodegradación [81].  
3.10 Biodegradación del colorante en el fermentador de platos 
Se realizó un análisis preliminar de la degradación del colorante RB46 en un bioreactor de platos 
utilizando Tv. Se monitoreó la temperatura, el  CO2 y la humedad del reactor.  
3.11 Análisis estadístico 
Todas las pruebas estadísticas se evaluaron con un 95 % de confianza. Para comparar resultados se 
usaron análisis de varianza (ANOVA) seguidos de una prueba Sheffé que ejerce un mejor control 
sobre el error tipo I (rechazar hipótesis nula que es verdadera) es decir, declarar que dos medias son 
estadísticamente diferentes cuando en realidad son iguales. Con el fin de determinar la validez de los 
análisis de varianza se realizaron pruebas de Levene y Shapiro-Wilk con un nivel de confianza de 99%, 
para verificar homocedasticidad y normalidad respectivamente. Para asegurar independencia, las 
muestras fueron seleccionadas aleatoriamente y los tratamientos fueron aplicados al azar. Todos los 
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resultados se reportan como la media de las mediciones realizadas más o menos (±) la desviación 
estándar. Asimismo, las barras de error de las gráficas corresponden a la desviación estándar.  
3.12 Metodología de evaluación ambiental  
Se empleó la metodología de Conesa Fernandez – Vitora [82] modificada, para evaluar los impactos 
ambientales generados por una empresa de la industria textil y el nulo o inadecuado tratamiento de 
efluentes coloreados. Se buscó en la literatura especializada la caracterización fisicoquímica típica de 
los efluentes una empresa del sector y se analizaron las interacciones existentes entre las actividades de 
la empresa y los componentes ambientales. Se determinó la importancia de los impactos ambientales 
en función de la naturaleza del impacto (positivo, si es beneficioso, y negativo, si es perjudicial) y los 
atributos presentados en la Tabla 6 mediante la ecuación 3. A cada componente se le asignó un peso 
ponderal (UIP), que permitió obtener la matriz de importancia y determinar las actividades que causan 
un mayor impacto y los factores más impactados por las actividades contaminantes de las empresas. 
Con esta información, se llevó a cabo un análisis de cómo la implementación de la metodología 
integral de tratamiento, propuesta en esta investigación, podría contribuir a la prevención o mitigación 
de los impactos ambientales ocasionados por el sector textil. 
 
I: ±[ 3I+ RV +AC+ EF + PR +MC]                    Ecuación 3 
 
 
Tabla 6. Atributos para la valoración de impactos ambientales por la metodología de Conesa 
Fernández modificada. 
                    
  
Intensidad(I)  
Grado de incidencia de la 
actividad textil sobre el 
componente ambiental 
 
Recuperabilidad (MC) 
Posibilidad de reconstrucción total o 
parcial del componente afectado, 
como consecuencia de la actividad 
textil, es decir, retornar a las 
condiciones iniciales por medio de 
intervención humana. 
 
Acumulación (AC) 
Se refiere al aumento del efecto 
cuando persiste la causa (efecto 
de las substancias tóxicas) 
  
  Baja 1  
Recuperable de manera 
inmediata 1   
No existen efectos 
acumulativos 
1 
  
  Media 2  
Recuperable a medio plazo 
2   
Existen efectos 
acumulativos 4   
  Alta 4  Mitigable 4         
  Muy alta 8  Irrecuperable  8         
            
  
Reversibilidad  (RV) 
Posibilidad de reconstrucción del 
factor ambiental impactado por la 
actividad textil, es decir, de 
retornar a las condiciones iniciales 
por medios naturales.  
Efecto (EF)  
Se refiere a la forma de 
manifestación del impacto sobre un 
componente ambiental, como 
consecuencia de una actividad textil 
 
Periodicidad  (PR) 
Hace referencia al ritmo de 
aparición del impacto 
  
  Corto plazo 1  Indirecto 1  
Irregular- aperiódico 
discontinuo 1   
  Mediano plazo 2  Directo 4  Periódicos 2   
  Ireversible 4       Continuos 4   
                    
 
 
 
 
4. Resultados y discusión 
4.1 Determinación de las condiciones óptimas de 
biodegradación en erlenmeyer de 50 mL 
Las condiciones propicias para esta biotransformación del RB46 fueron evaluadas de manera 
individual para cada una de las especies de HPB seleccionadas.  
4.1.1 Biodegradación de RB46 por Pleurotus ostreatus  
En la Tabla 7 se muestran los resultados para la biodegradación del RB46 por el hongo Pleurotus 
ostreatus para cada uno de los ocho tratamientos evaluados donde se varían los parámetros temperatura 
(T), relación carbono nitrógeno (C:N) y porcentaje de humedad (H). Ellos aparecen organizados 
teniendo en cuenta el valor de la media para el porcentaje de biodegradación. Estos criterios serán 
utilizados para la descripción de las tres cepas empleadas. 
 
 
Tabla 7. Porcentajes de biodegradación del RB46 por Po y agrupamiento por prueba de 
Scheffé 
Tratamiento 
Condiciones 
(T, C:N, H) 
Media 
Agrupamiento 
Scheffé 
1 20, 12, 90 72.875 A 
3 20, 20, 90 69.250 A 
2 20, 12, 142 66.025 A 
4 20, 20, 142 65.200 A 
8 28, 20, 142 51.500 B 
6 28, 12, 142 6.500 C 
7 28, 20, 90 5.625 C 
5 28, 12, 90 1.775 C 
 
 
Un análisis de varianza (ANOVA) de estos datos indica que el efecto de los tratamientos es 
significativo (p<0,05) con un nivel de confianza del 95 %, como se muestra en la tabla 8.  
 
Así mismo, se realizó una prueba de Sheffé con un nivel de confianza del 95%, cuyos resultados se 
muestran en la cuarta columna de la Tabla 7 . Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia 
estadística significativa.  Los valores allí observados muestran que el proceso de biodegradación del 
colorante se ve favorecido cuando este se llevó a cabo a una temperatura de 20 °C, siendo por tanto la 
humedad y la proporción carbono nitrógeno variables poco influyentes (Tratamientos 1, 2, 3 y 4). Se 
alcanzó una biodegradación máxima del 72,87% con el tratamiento 1 que corresponde a una 
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temperatura de 20 °C, una humedad del 90% y una proporción carbono nitrógeno de 12. Este 
tratamiento no presenta diferencia significativa con el resto de los realizados a 20 °C, por lo que se 
podría seleccionar cualquiera de estos como el óptimo para la biodegradación por Po. Sin embargo, el 
tratamiento 1 corresponde al que implica menor utilización de glucosa (menor proporción C:N)  y 
adición de agua (menor humedad). Por los motivos anteriormente expuestos, estas condiciones fueron 
seleccionadas como las más adecuadas para la realización de evaluaciones posteriores como las curvas 
cinéticas de degradación y la determinación de la actividad enzimática. 
 
Tabla 8. Resultados ANOVA para porcentajes de biodegradación del RB46 por Po 
Fuente de 
variación 
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Cuadrados medios Valor F Valor P 
Tratamientos 7 28408.05875 4058.29411 200.17 <.0001 
Error 24 486.58000 20.27417 
  
Total 31 28894.6387 
   
 
 
A una temperatura de 28°C, por el contrario, el proceso de biodegradación se vio afectado 
reflejándose en los bajos porcentajes de biodegradación alcanzados con los tratamientos 5, 6 y 7. Una 
posible explicación para este comportamiento se atribuye a un proceso de secado mas acelerado que 
tiene el medio sólido a esta temperatura comparado con el que se sufre a 20°C, lo cual impide que el 
microorganismo crezca adecuadamente. Como se muestra en la figura 4 , a esta temperatura el inóculo 
se seca y se contrae evitando que invada de manera apropiada todo el sustrato.  
 
Ilustración 4. Secado del inóculo a 28 °C , unidad experimental del tratamiento 5. 
    
 
 
Es valioso señalar que el porcentaje de biodegradación obtenido con el tratamiento 8, tiene una 
diferencia significativa con los restantes tratamientos evaluados a una temperatura de 28 °C, lo cual 
podría ser justificado por la mayor cantidad de agua (mayor humedad) y glucosa añadidas (mayor 
proporción carbono nitrógeno) que permiten que el microrganismo tenga un desarrollo adecuado. La 
hipótesis de que los bajos porcentajes de biodegradación son un efecto del secado del soporte sólido, 
más que el efecto de la temperatura misma, puede evidenciarse en los resultados obtenidos para el 
crecimiento de este microorganismo en Agar PDA (ver anexo E): Po crece de manera más rápida a una 
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temperatura de 28°C que a una de 20°C,  en un medio que se ha reportado como adecuado, en el que 
no existe el problema del secado del sustrato. 
4.1.2 Biodegradación de RB46 por Pleurotus pulmonarius  
En la Tabla 9 se muestran los resultados para la biodegradación del RB46 por el hongo Pleurotus 
Pulmonarius para los ochos tratamientos evaluados.  
 
Tabla 9. Porcentajes de biodegradación del RB46 por Pp y agrupamiento por prueba de 
Scheffé 
Tratamiento 
Condiciones 
(T, C:N, H) 
Media 
Agrupamiento 
Scheffé 
1 20, 12, 90 63.375       A 
2 20, 12, 142 63.350       A 
4 20, 20, 142 62.300       A 
3 20, 20, 90 61.100       A 
6 28, 12, 142 7.025       B 
8 28, 20, 142 4.400       BC 
7 28, 20, 90 0.250       BC 
5 28, 12, 90 0.000       C 
 
 
Igualmente se llevó a cabo un análisis de varianza (ANOVA) de estos datos, señalando que el efecto 
de los tratamientos es significativo (p<0,05) con un nivel de confianza del 95 %, tal como se muestra 
en la Tabla 10.  
 
Tabla 10. Resultados ANOVA para porcentajes de biodegradación del RB46 por Pp 
Fuente de 
variación 
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Cuadrados medios Valor F Valor P 
Tratamientos 7 28581.92500       4083.13214      723.67     <.0001 
Error 24 135.41500          5.64229                            
  
Total 31 28717.34000                                            
   
 
De manera similar a lo observado con Po, estos resultados muestran que el proceso de biodegradación 
del colorante se vio favorecido  a una temperatura de 20°C, siendo el  nivel  de humedad y la 
proporción carbono nitrógeno variables poco influyentes (Tratamientos 1, 2, 3 y 4 no muestran 
diferencias significativas). Se alcanzó una biodegradación máxima del 63,38% a una temperatura de 20 
°C, una humedad del 90% y una proporción carbono nitrógeno de 12, que corresponde al tratamiento 
que implica menor utilización de glucosa y adición de agua.  
 
A la temperatura de 28 ° C se registraron porcentajes muy bajos de degradación, sin embargo cabe 
señalar que los tratamientos 6 y el 5 presentan diferencia estadística significativa aunque sólo difieren 
en el porcentaje de humedad; estos resultados apoyan la hipótesis de que el secado del soporte sólido 
evita que se colonice el sustrato, ya que el tratamiento 5 conduce a la anulación del proceso de 
biodegradación.  
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4.1.3 Biodegradación de RB46 por Trametes versicolor  
En la Tabla 11 se muestran los resultados para la biodegradación del RB46 por el hongo Trametes 
versicolor para cada uno de los tratamientos evaluados. Los resultados se organizan de mayor a menor 
media de porcentaje de biodegradación. 
 
 
Tabla 11. Porcentajes de biodegradación del RB46 por Tv y agrupamiento por prueba de 
Scheffé 
Tratamiento 
Condiciones 
(T, C:N, H) 
Media 
Agrupamiento 
Scheffé 
8 28, 20, 142 64.100 A 
3 20, 20, 90 61.550       A 
1 20, 12, 90 60.975       A 
6 28, 12, 142 58.725       A 
7 28, 20, 90 57.850       A 
5 28, 12, 90 56.250       A 
2 20, 12, 142 55.125       A 
4 20, 20, 142 54.825       A 
 
 
Un análisis de varianza (ANOVA) de estos datos indica que el efecto de los tratamientos es 
significativo (p<0,05) con un nivel de confianza del 95 %, como se muestra en la Tabla 12.  
 
Tabla 12. Resultados ANOVA para porcentajes de biodegradación del RB46 por Tv 
Fuente de 
variación 
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Cuadrados medios Valor F Valor P 
Tratamientos 7 307.9000000       43.9857143        2.52     0.0431       
Error 24 419.2600000       17.4691667                            
  
Total 31 727.1600000                                            
   
 
                                                                                                
Se realizó una prueba de Sheffé con un nivel de confianza del 95%, cuyos resultados se muestran en la 
cuarta columna de la Tabla 11. Estos resultados muestran que el proceso de biodegradación del 
colorante RB46 utilizando Tv no se ve afectado bajo ninguna de las condiciones de temperatura, 
humedad y relación carbono nitrógeno evaluadas ya que no hay una diferencias estadística significativa 
entre ningún par de medias de los tratamientos. Es valioso resaltar que la prueba de Sheffé fue 
seleccionada ya que permite el control Tipo I.  
A diferencia de los resultados encontrados con Pp y Po, el proceso no se vio afectado por la 
temperatura, este comportamiento puede ser explicado probablemente a que este microrganismo crece 
más rápidamente que Pp y Po, invadiendo más rápidamente toda la superficie del sustrato, lo cual 
influye en los porcentajes de biodegradación encontrados ya que puede actuar sobre mas complejo 
residuo-colorante (ver anexo E). 
 
Se alcanzó una biodegradación máxima del 64,1% con el tratamiento 8 que corresponde a una 
temperatura de 28 °C, una humedad del 142% y una proporción carbono nitrógeno de 20, sin 
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embargo no presenta diferencia significativa con el tratamiento que implica menos costos por 
disminución de utilización de nutrientes y agua (tratamiento 1), razón por la cual todos los 
experimentos posteriores se realizaron con las condiciones dadas por el tratamiento 1. 
4.2 Cinética de degradación en erlenmeyer de 50 mL 
El progreso de la biodegradación del colorante RB46 por Po, Pp y Tv, bajo las mejores condiciones de 
cultivo determinadas a partir de los diseños experimentales previos, es mostrado en la Figura 5. 
Debido a que muchos tratamientos no presentaron diferencia estadística significativa entre ellos, se 
tomó en cuenta el factor económico y de espacio para la selección de las condiciones de cultivo. Los 
experimentos se realizaron a una temperatura de 20 °C, una proporción C:N de 12 y una humedad del 
90%, condiciones que implican menor consumo de reactivos y agua. La cantidad de sustrato sólido 
utilizado en cada ensayo fue de 140 mg. 
 
 
Ilustración 5. Progreso de la biodegradación del colorante RB46 por Po, Pp y Tv 
 
 
Se observa que en un tiempo de 408 horas (aproximadamente 17 días) Tv ha alcanzado el porcentaje 
máximo de degradación equivalente al 63,0 ± 3,1%. Por su lado Po y Pp alcanzaron su valor máximo 
de biodegradación a las 600 horas (aproximadamente 25 días) equivalente a un 69,3 ± 1,6% y 63,1 ± 
3,7%, respectivamente. Además, cabe señalar que las barras de error indican desviaciones bastante 
altas al comenzar  el proceso, pero estas van disminuyendo a medida que avanza el tiempo. Esto se 
debe a que al inicio de la fermentación todo el sustrato no ha sido invadido por los microorganismos y 
el crecimiento sobre el residuo no es homogéneo, es decir, se observan zonas con alto crecimiento y 
zonas donde el hongo no ha penetrado. A medida que avanza el tiempo, el hongo se ha esparcido por 
todo el sustrato, actuado sobre todo el complejo colorante-residuo. Además, aunque las unidades 
experimentales (erlenmeyers) fueron tratadas con la mayor homogeneidad posible, el inóculo de cada 
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fermentación podía provenir de diferente caja de petri, lo cual pudo contribuir a aumentar la diferencia 
entre dicha unidades experimentales. 
 
Resultados similares fueron reportados por Robinson et al. [34], para la degradación de una mezcla de 
cinco colorantes reactivos adsorbidos sobre cáscara de cebada. En este estudio se empleó el hongo de 
podredumbre blanca Bjerkandera adusta y se alcanzó un porcentaje máximo de degradación del 53,1% a 
los 21 días de fermentación. Aunque el proceso fue realizado utilizando 5.0 g de complejo residuo-
colorante como sustrato, las condiciones de cultivo utilizadas fueron similares a las empleadas en el 
presente estudio, una temperatura de incubación de 25 °C, una humedad del 85% y un medio 
suplementado con glucosa y micronutrientes. Cabe mencionar que no se hace mención de la 
proporción carbono nitrógeno, ni tampoco se específica la medida la humedad. 
  
4.3 Evaluación del proceso de biodegradación en erlenmeyer de 
100 mL 
Como un preámbulo para el proceso de escalado en el reactor de platos, se evaluó el proceso 
de degradación de las tres especies de estudio bajo las mejores condiciones obtenidas de los 
ensayos llevados a cabo en erlenmeyers de 50 mL, es decir, una temperatura de 20 °C, una 
proporción C:N de 12 y una humedad del 90%, pero esta vez utilizando 2,5 g del sustrato 
sólido. 
 
En la tabla 13 se presentan los porcentajes de biodegradación del colorante RB46  en 
32igninolít de 100 mL a los 15 y 30 días de fermentación.  
 
Tabla 13. Porcentajes de biodegradación de RB46 por Po, Pp y Tv cultivados en erlenmeyer 
de 100 mL 
 
Microrganismo 
Días Po Pp Tv 
15 22,4 ± 6,5 16,3 ± 8,4 26,4 ± 7,4 
30 32,8 ± 5,1 27,9± 6,4 45,7 ± 8,4 
44 43,5 ± 4,7 45,3 ± 3,9 55,1 ± 2,3 
 
Los porcentajes de biodegradación a esta escala disminuyeron y las desviaciones estándar son altas 
teniendo en cuenta que cada dato corresponde a diez unidades experimentales, cada una con dos 
mediciones de biodegradación. El menor porcentaje registrado para la degradación puede ser atribuido 
a que solo se observó este proceso durante 44 días. Dado que en este caso se magnificó la cantidad de 
sustrato en aproximadamente 18 veces (2,500 mg) sin duda alguna, se requiere de un período de 
tiempo más prolongado para que el proceso de degradación alcance su valor máximo. 
 
Por otro lado, la alta desviación encontrada puede ser atribuida a la metodología empleada para 
cuantificar el porcentaje de degradación.  Para el caso de los ensayos con erlenmeyers de 50 mL, toda 
la cantidad de sustrato sólido (140 mg) fue sometida a desorción utilizando 25 mL de una mezcla 
acetona/HCl 0.2 M en relación 87:13. En estos ensayos a mayor escala, donde se utilizó 2,500 mg del 
sustrato sólido, se limitó a tomar dos muestras al azar de 140 mg para llevar a cabo el proceso de 
Capítulo 4 33 
 
desorción, dado que hubiese resultado poco práctico y supremamente costoso efectuar la desorción de 
toda la cantidad del sustrato empleado. Adicionalmente, la acetona es un solvente, cuya adquisición 
está restringida por estupefacientes a tan solo 5.0 L por mes. Las dos muestras tomadas al azar para la 
determinación de la degradación presentaron en algunos casos mucho hongo en su superficie, mientras 
que otras no (figura 6), fenómeno que se presenta en los primeros días de la cinética de la 
fermentación y que es similar al observado en erlenmeyers de 50 mL.  
 
Ilustración 6. Crecimiento heterogéneo en unidades experimentales con un mismo tiempo de 
fermentación 
 
 
 
 
Además, en el fondo de los erlenmeyers, aunque se aprecia crecimiento (figura 7), no todo el sustrato 
es invadido a pesar de que el lecho no supera los 0.8 cm de profundidad. Varios autores han reportado 
la profundidad del lecho como uno de los factores importantes de la FES, ya que el crecimiento celular 
va taponando los poros reduciendo la cantidad de oxígeno disponible originando la muerte de las 
zonas celulares no expuestas[68], estableciendo como altura críticas aquellas superiores a los 2 cm de 
espesor, valor que sobrepasa notablemente  la profundidad del lecho utilizado.  
 
 
Ilustración 7. Crecimiento en el fondo de los erlenmeyer de 100 mL 
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4.4 Determinación de las enzimas implicadas en la degradación 
del colorante 
Con el fin de disponer de cantidades adecuadas de las diferentes enzimas en las tres especies fúngicas 
evaluadas para su respectiva determinación, los ensayos de degradación se llevaron a cabo en 
erlenmeyers de 100 mL durante un período de observación de 15 y 30 días. 
Ilustración 8. Actividades enzimáticas de Po, Pp y Tv sobre el sustrato cáscara de banano-
RB46 a los 15 días de fermentación 
 
Ilustración 9. Actividades enzimáticas de Po, Pp y Tv sobre el sustrato cáscara de banano-
RB46 a los 30 días de fermentación 
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En la gráficas 8 y 9 se observa como los tres microorganismos producen las enzimas ligninolíticas, 
manganeso peroxidasa (MnP), lignino peroxidasa (LiP) y lacasa (Lac), asociadas en múltiples artículos 
como las impulsoras de la degradación de colorantes sintéticos. Cabe señalar, que la lacasa es la 
predominante en las tres especies evaluadas y que además es una de las más reportadas en la 
biorremediación de este tipo de contaminantes [35].  
 
El hongo Po presenta una actividad lacasa de 15,05 ± 4,88 UI/gss, una actividad manganeso 
peroxidasa de 8,69 ± 3,64 UI/gss y una actividad lignino peroxidasa de 2,75 ± 1,76 UI/gss a los 15 
días de fermentación. Por otro lado, en un periodo de 30 días la actividad lacasa presenta un valor de 
18,1 ± 6,5 UI/gss, una actividad manganeso peroxidasa de 9,44 ± 4,9/gss y una actividad lignino 
peroxidasa mínima de 1,15 ± UI/gss (figuras 8 y 9, respectivamente). La actividad lacasa encontrada 
en este estudio muestra resultados superiores que los reportados para este mismo microorganismo por 
diferentes autores, así por ejemplo, Membrillo et al. [72]  obtuvo una actividad lacasa de 0.040 UI/gss 
a los ocho días de fermentación utilizando cáscara de cebada como sustrato; valores similares fueron 
reportados por Kerem et al. [83] quienes obtuvieron una actividad máxima de 0.03 UI/gss con este 
hongo creciendo sobre tallos de algodón; Stajic et al. [71] por su parte, reportó valores de actividad 
lacasa más altos (6 UI/gss) empleando como sustrato residuos de uva suplementados con un medio 
mineral;  Elisashvili et al. [84] también alcanzó mejores resultados (4 IU UI/gss) utilizando residuos de 
trigo suplementado con sales minerales y extracto de levadura. Recientemente Iandolo et al [66], 
obtuvo una actividad lacasa comparable con  la aquí encontrada (15 UI/gss) a los cuatro días de 
fermentación aprovechando residuos de tomate. Sin embargo no halló actividad manganeso peroxidas 
ni lignino peroxidasa.  
 
El hongo Pp por su parte, sólo presentó actividad lacasa y ligninoperoxidasa mínima a los 15 días de 
fermentación con valores de 14,90 ± 8,97 UI/gss y 0,61 ± 0,48  UI/gss, respectivamente. Por el 
contrario, a los 30 días de fermentación fueron detectadas todas las enzimas ligninolíticas con valores 
de 15.6 ± 2.16, 0.57 ± 0.19 y 1.62 ± 0.46  U/gss para la actividad lacasa, manganeso peroxidasa y 
ligninoperoxidasa, respectivamente. Los resultados para la actividad lacasa hallados son comparables 
con los valores obtenidos por Tychanowics et al. [63], quienes utilizaron tuza de maíz como sustrato 
modificando su proporción carbono nitrógeno con la adición de nutrientes y  alcanzaron una actividad 
lacasa de 22 UI/gss utilizando una C:N de 30. Por otro lado, la actividad obtenida en el presente 
estudio es superior a la reportada por Stajic et al. [71] quienes evaluaron diferentes fuentes de carbono 
y nitrógeno para la obtención de las enzimas ligninolíticas por Pleurotus pulmonarius alcanzando una 
actividad lacasa máxima de 1.23 UI/gss y una actividad manganeso peroxidasa mínima. 
 
Con el hongo Tv se obtuvo una actividad lacasa de 15,62 ± 2,53 UI/gss, lignino peroxidasa de 1,83 ± 
1,23 UI/gss y manganeso peroxidasa de 6,42 ± 2,89 UI/gss a los 15 días de fermentación. Por otro 
lado, en un periodo de 30 días se obtuvo un mínimo incremento en la actividad lignino peroxidasa ( 
3.1 ±  1.8 U/gss), sin embargo, la actividad manganeso peroxidasa y lacasa disminuyeron 
apreciablemente. Se obtuvo una actividad  manganeso peroxidasa de 1.0 ±0.4 U/gss y una  actividad 
lacasa de 5.4 ± 2.2 U/gss;  siendo esta última la más baja comparada con la obtenida en los otros dos 
microorganismos. La actividad lacasa encontrada en el presente estudio es comparable con la obtenida 
por  Rosales et al. [85] a los 8 días de fermentación con  Trametes hirsuta creciendo en residuos de papa 
(7.5 UI/gss )  y con los alcanzados por Osma et al [58] con Trametes pubescens aprovechando residuos 
de banano (4.5 UI/gss).  Sin embargo, son bajos comparados con las actividades alcanzadas por 
Rosales et al. [86], quienes reportaron una actividad de 32.4 4 UI/gss por Trametes hirsuta bajo 
condiciones óptimas de cultivo y Iandolo et al. [66], quienes lograron con Trametes versicolor una 
actividad de 35 UI/gss a los 16 días de fermentación utilizando residuos de tomate. 
 
Los resultados de la actividad enzimática encontrados en la presente investigación concuerdan con lo 
establecido en cuanto a la producción de enzimas ligninolíticas por los diferentes HPB, la cual  está 
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supeditada principalmente a la especie fúngica,  la composición del sustrato y las condiciones de 
cultivo [66],[71]. Además, la actividad enzimática puede ser cambiante en el tiempo, como lo soportan 
los resultados obtenidos en el presente estudio y los seguimientos a la producción enzimática realizada 
por Robinson et al. Con Bjerkandera adusta [34], Reddy et al.  Con Trametes pubescens [77],  Kurt et al. 
Con Pleurotus ostreatus y Pleurotus sajor-caju [73], Sun et al. Con Trametes sp. AH28-2 [60] y Tychanowics et 
al. Con Pleurotus pulmonarius [63], entre otros. Así mismo, la comparación de los días de producción 
enzimática máxima y disminución de actividades no coinciden en las distintas investigaciones. 
 
Al tratar de relacionar la actividad enzimática con la degradación de colorantes adsorbidos cabe 
mencionar que Robinson et al. [34], encontraron que en los primeros días de fermentación se observan 
bajos porcentajes de degradación que coincide con la ausencia o baja actividad enzimática. A medida 
que avanza el proceso fermentativo se detectan actividades enzimáticas altas, aún antes de que se 
perciba la degradación del colorante. Este comportamiento lleva a la suposición de que las enzimas 
están asociadas en un principio al rompimiento de la lignocelulosa y posteriormente a la degradación 
del colorante.  Estos autores lograron degradar hasta el 53% de los contaminantes hallando actividades 
máximas de MnP y LiP de 17 U/gss y 15,8 U/gss,  respectivamente, que son mayores a las 
encontradas en el presente estudio para los tres microorganismos. Sin embargo, la actividad lacasa aquí 
encontrada supera la reportada por este autor para todos los días evaluados (18,1 ± 6,5 UI/gss). 
Además, varias investigaciones señalan a la lacasa como la enzima responsable de degradar colorantes 
tipo azo, especialmente utilizando la tecnología ex – situ [35]. Por ejemplo, Faraco et al. [28] y 
Tychanowics et al. [63], solo encontraron actividad lacasa en la degradación de una mezcla de 
colorantes debido a la acción de extractos enzimáticos de Po y Pp. 
 
Para el presente estudio, los porcentajes de biodegradación presentados en la tabla 13 no están 
directamente relacionados con la actividad enzimática (figura 8 y 9), ya que Po y Pp  presentan valores 
superiores en comparación con Tv el cual presenta una disminución considerable de la actividad 
enzimática. Sin embargo, la degradación por este último es mayor en todos los días de fermentación 
considerados. Este hecho puede ser atribuido a las explicaciones previas, donde se señala que no existe 
una relación directa entre la actividad enzimática y el porcentaje de biodegradación bajo las 
condiciones de estudio, es decir, cuando el colorante se encuentra adherido a un sustrato sólido. A 
diferencia de los sistemas ex –situ, donde las enzimas son extraídas y adicionadas directamente a una 
solución de colorante, en este sistema, dicho contaminante no está totalmente disponible para su 
degradación, dado que se encuentra unido mediante diversas fuerzas atractivas a la matriz sólida. 
 
4.5 Simulación de la ruta de biodegradación 
En la figura 9 se muestra la estructura del colorante RB46 en el sistema experto, utilizado para simular 
su ruta de biodegradación. La decodificación en el programa es la siguiente 
[CN(Cc1ccccc1)c1ccc(cc1)\N=N\C1N©C=N[NH+]1C]. De todas las rutas posibles obtenidas se 
eligieron tres de ellas, teniendo como parámetro de elección la probabilidad que la ocurrencia de las 
reacciones implicadas sucediera muy probablemente bajo condiciones aeróbicas. Todas las rutas 
mostraron la degradación del colorante hasta obtener piruvato, molécula que entra el ciclo de Krebs 
para producir CO2, liberando energía en forma utilizable (poder reductor y GTP).  
 
Como puede observarse en las rutas obtenidas para la biodegradación del RB46 (figuras 11, 12 y 13), 
los primeros pasos tienen como propósito la conversión  de aminas terciarias en aminas secundarias 
más grupos aldehídos y cetonas, y posteriormente en aminas primarias (pasos 1-3 del mecanismo 1 y 
pasos 1-5 del mecanismo 2 y 3).  En las etapas posteriores, se añaden grupos hidroxilo con el fin de 
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formar más grupos aldehídos o cetonas, que permitan la ruptura de los anillos aromáticos. Estas 
reacciones pueden ser catalizadas en condiciones aeróbicas por oxigenasas, hidrolasas y 
deshidrogenasas. De esta manera, los anillos aromáticos van siendo fraccionados en compuestos de 
menor complejidad que pueden ingresar en las rutas centrales del metabolismo microbiano.  
 
Ilustración 10. Colorante RB46 en sistema experto 
 
 
 
 
Ilustración 11. Ruta probable de biodegradación 1 
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Ilustración 12. Ruta probable de biodegradación 2 
 
 
Recientemente, diversos autores han reportado el análisis de los subproductos de la biotransformación 
de colorantes por la acción de enzimas ligninolíticas obtenidas de HPB. Estos análisis se realizan con 
el fin de verificar que efectivamente no se están generando compuestos aún más tóxicos que los 
colorantes y que estos pueden ser mineralizados. Osma et al. [87], propusieron  una ruta de 
degradación para el azul brillante remazol por la acción de lacasas obtenidas de Trametes pubescens y 
analizaron los subproductos por medio de HPLC acoplado a masas. La ruta propuesta, al igual que la 
hallada mediante el sistema experto del presente estudio, consta de una serie de pasos, donde 
inicialmente se rompen los enlaces de una amina terciaria que une dos fragmentos aromáticos, dando 
lugar a unidades aromáticas que son oxidadas progresivamente hasta sustratos de menor peso 
molecular. Osma et al. Reporta que el cromóforo es fraccionado, razón por la cual desaparece el color. 
Al realizar pruebas de fitotoxicidad, con el ánimo de evaluar el uso del agua en la agricultura, muestra 
que los subproductos formados son menos tóxicos que el colorante. Kalpana et al. [88] encontraron 
resultados similares para la degradación del colorante reactivo azul Levafix  E-RA con el hongo de 
podredumbre blanca Irpex lacteus. Asimismo, Shekhar et al. [89] plantearon una ruta para la degradación 
del colorante tipo azo rojo remazol, donde la enzima lacasa hace un corte asimétrico del enlace azo; los 
intermedios formados son después oxidados por la acción de oxidasas del alcohol veratrílico (como las 
lignino peroxidasas) para obtener compuestos finales que son menos tóxicos que el colorante de 
partida, como lo demostraron las pruebas de geno y citoxicidad realizadas. 
 
4.6 Biodegradación en el fermentador de platos 
Los experimentos preliminares mostraron un aumento en los niveles de CO2 dentro del 
reactor a los 7 días de cultivo de Tv, lo cual puede ser evidencia de la mineralización del 
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contaminante. Sin embargo, no se cuentan hasta el momento con porcentajes de degradación 
por la contaminación que se está presentando en el cultivo. 
 
Ilustración 13. Ruta probable de biodegradación 3 
 
4.7 Evaluación de impactos de la industria textil 
 
En primera instancia se construyó una matriz causa-efecto (tabla14, modificado de [90]) en la 
que se identifican las acciones del proceso industrial descritas en la revisión bibliográfica, que 
pueden causar impactos (positivos o negativos) sobre los factores medio ambientales. Los 
factores ambientales son definidos como los ―componentes medio ambientales en los cuales 
se desarrolla la vida en nuestro planeta y que son susceptibles de ser modificados por los 
humanos  ocasionando problemas a largo o corto plazo‖, por ejemplo la flora, la fauna, el 
suelo, el aire, el paisaje, los bienes materiales y el patrimonio cultural, son factores ambientales 
[82]. 
4.7.1 Descripción de las actividades y sus impactos ambientales  
Las actividades aquí seleccionadas y presentadas en la matriz causa efecto, implican la emisión 
de contaminantes al agua, suelos o aire; generan la sobrexplotación de recursos (materias 
primas, energía y agua); pueden actuar sobre el medio biótico por la afectación de la flora y 
fauna o causar el deterioro del paisaje. Asimismo, pueden modificar el entorno social, 
económico y cultural. 
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Tabla 14. Matriz causa efecto.  
COMPONENTE Factor Ambiental 
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tejeduría 
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Medio físico 
Agua   x   x x x  
Atmosfera x x x       
Suelo x           
Medio biótico 
Flora    x    x x x  
Fauna   x    x x   
Cultural 
Humanos x x x   x x x  
Estéticos x x    x x x  
Económico 
Económicos     x       
Población     x       
Fuente: Modificado de [90] 
 
Durante  el cardado e hilado se manipulan las fibras con flujos de aire en seco y maquinaria 
mecánica, con el objetivo de limpiarlas de impurezas sólidas como cascarillas y fibras cortas, obtener 
mechas y formarlas en hilos de una finura conveniente [90]. Los flujos de aire producen emisiones 
gaseosas de vapores o neblinas, que pueden contener ocasionalmente material particulado. Además las 
máquinas mecánicas y neumáticas producen fuertes ruidos que actúan como contaminantes 
ambientales. En la industria lanera, este es el proceso que aporta más contaminantes sólidos [90]. La 
producción de ruido y emisiones gaseosas afectan negativamente la atmosfera, la visibilidad y la 
estética del paisaje y la calidad de vida de los habitantes cercanos. Además puede haber afectación de 
suelos por los residuos sólidos.  
 
En la primera fase del proceso de teñido de hilado, el hilo es tratado con soluciones de soda cáustica 
y detergentes en máquinas a presión, para eliminar impurezas naturales. Posteriormente, es teñido con 
diferentes tipos colorantes, en presencia de compuestos auxiliares [90]. Muchos de estos procesos de 
teñido se realizan a altas temperaturas y son necesarios enjuagues posteriores para retirar remanentes 
de color, los cuales se llevan a cabo a temperaturas bajas. Dependiendo del destino del hilo, este puede 
someterse a procesos adicionales como el engomado, cuya finalidad es proporcionarla resistencia 
necesaria para el proceso de tejido [91]. Estos procesos producen descargas liquidas con 
contaminantes alcalinos,  detergentes, residuos de auxiliares (que pueden ser sales de sodio, cloruros, 
sulfatos y carbonatos) y colorantes residuales que pueden ser insolubles y tóxicos [91],[90]. Además, 
los caudales pueden ser variantes en su temperatura y pH. Todos estos contaminantes en las aguas 
pueden afectar la fauna y la flora por los efectos nocivos que han demostrado tener en distintas 
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especies de plantas y animales. Los efectos de estos vertimientos sobre la vida humana estarían 
enmarcados en la disminución de la disponibilidad del recurso por las grandes cantidades empleadas en 
los procesos. Adicionalmente, si estos efluentes son descargados en fuentes superficiales que 
posteriormente son utilizadas en la agricultura, podrían causar problemas de salud a los consumidores. 
Asimismo, estas descargas pueden causar un desagradable deterioro estético del paisaje al introducir 
coloración y material particulado. Finalmente los tratamientos a temperaturas altas producen emisiones 
de vapores que afectan la atmosfera y consumen grandes cantidades de energía. . 
 
Las actividades de tejido y confección, son aquellas en las que se utilizan los hilos o las telas para 
obtener tejidos, prendas de vestir, entre otras. Los tejidos se hacen en telares de lanzadera (para tejido 
planos) y en máquinas circulares (para tejido de punto). Ya que estos procesos se hacen en seco, no se 
producen descargas líquidas. Sin embargo, es el proceso que produce más contaminación por ruido en 
la industria textil debido a complejidad y la cantidad de la maquinaria que se usa. Este ruido puede 
producir desde efectos nocivos en la atmósfera hasta efectos sicológicos en los operarios[40],[90]. 
Tiene un efecto positivo en el crecimiento económico por la generación de oportunidades laborales y 
disparar el comercio en la zona. Sin embargo, este crecimiento puede llevar consigo un aumento de la 
inmigración generando nuevos procesos de ocupación del suelo. 
 
Los procesos de preparación de las telas para el teñido son el desengomado, mercerizado y el 
blanqueamiento. En el desengomado se utilizan agentes ácidos o enzimáticos para remover el 
material de engomado, seguido por un lavado profundo al tejido.  El mercerizado es el tratamiento a 
baja temperatura de los tejidos, o de la hilaza de algodón, con una solución concentrada de soda 
cáustica bajo tensión, para hacerlos más fuertes, lustrosos, absorbentes, y más susceptibles al teñido 
[90]. En estos procesos se producen descargas de pequeño volumen de agua cuyo aporte contaminante 
representa el 50% de la carga total expresada como DBO [91]. Por su lado, el blanqueamiento es el 
tratamiento que se usa para desaparecer cualquier coloración no deseada que pueda presentar el tejido. 
Este objetivo, se logra con la implementación de sustancias blanqueadores como peróxido de 
hidrógeno, hipoclorito, ácido peroxiacético, dióxido de cloro, perborato de sodio o incluso agentes 
reductores [91]. Las descargas líquidas de estas etapas pueden contener materiales en suspensión, 
ácidos, reductores, oxidantes, aceites, grasas y espumas. De manera similar que las aguas residuales del 
teñido, estos vertimientos afectaran las aguas receptoras y el recurso hídrico en general si no son 
tratadas adecuadamente. 
 
La etapa de tinturado, es semejante a la de teñido de hilos y tejidos sin embargo, esta etapa tiene 
como objetivo modificar la apariencia de las telas para hacerlas más comerciales lo cual trae consigo el 
elevamiento de los costos.  En esta etapa se utilizan colorantes de diversos tipos y sustancias auxiliares 
que proveen el medio químico para que éstos se difundan y se fijen sobre la fibra. Entre los colorantes 
más perjudiciales y ampliamente utilizados se encuentran los de tipo  sulfuro; estos producen aguas de 
descarga con enjuagues alcalinos altamente coloreados y sumamente tóxicos [92]. Otros colorantes 
producen enjuagues calientes con altos valores de DQO, y lavados jabonosos o con efluentes 
insolubles [90]. Estas aguas son las de más difícil manejo en toda la industria textil debido a la 
presencia de contaminantes de diversa naturaleza. Esta heterogeneidad  reduce las posibilidades de 
reutilización de las aguas, ya que se requiere una calidad mínima que evite la entrada de sustancias 
corrosivas, que puedan formar incrustaciones en los equipos o que interfieran con procesos de 
producción [93]. Por otro lado, el vertimiento de estas aguas podría afectar la obtención de productos 
alimenticios de origen acuático, debido a la presencia de metales pesados que pueden ser adsorbidos 
por los peces o por la aniquilación de especies sensibles a estos contaminantes. 
 
El proceso de estampado tiene como finalidad retener el color en un sitio específico. Se utilizan 
soluciones o dispersiones espesadas, como pastas de almidón, dextrina o goma, que evitan que la 
molécula de colorante migre por toda la tela. Después de transferir la pasta al tejido, éste debe ser 
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secado y los colorantes fijados. El método de fijación más empleado es el vaporizado. En este proceso 
se producen efluentes coloreados originados en la preparación de las pastas [90] que contienen los 
pigmentos remanentes y productos auxiliares como ácidos, estabilizadores, álcalis, humectantes, 
resinas y ligantes [39].  Por su parte, el suavizado, confiere a las fibras sintéticas un tacto ―natural‖ 
mejorando efectos secundarios como el confort; además  confiere características  tecnológicas 
positivas como reducción de estática y aumento o mantención de la hidrofibicidad [94]. Durante esta 
etapa se da generan vertimientos con altas concentraciones de suavizantes, resinas, catalizadores, 
impermeabilizantes, humectantes y antideslizantes que afectan negativamente los medio receptores 
[39]. 
 
Teniendo en cuenta las actividades y los impactos generados por estas, se determinó la importancia de 
cada impacto en función de los atributos para la valoración cualitativa consignados en la tabla 6. Con 
estos valores se obtuvo la matriz de importancia mostrada en la tabla 15.  
 
Cabe señalar que los valores asignados para cada atributo, así como la importancia de cada factor, es 
decir, su peso o índice ponderal expresado en Unidades de Importancia (UIP),   corresponden a 
criterio propio y a la consulta de varios profesionales de distintas áreas. Los valores asignados para 
cada atributo están consignados en el anexo G;  las UIP se aprecian en la columna 10 de la Tabla 15. 
 
 
Tabla 15. Matriz de importancia. 
 
Con los valores de importancia total ponderada de los efectos causados a cada factor IRj (columna 11 
de la tabla 15) y de importancia total ponderada de los efectos debidos a cada actividad IRi  (última fila 
de la Tabla 15) se determinaron los factores más afectados y las actividades más impactantes, 
respectivamente. 
 
En la tabla 16 se organizan los factores ambientales de mayor a menor importancia ponderada, que es 
un índice de cuales factores resultan perjudicados por las actividades de la industria textil. Valores 
negativos indican un impacto negativo, mientras que valores negativos indican un impacto positivo.  
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Se aprecia que los componentes físicos, biótico y cultural se ven afectados negativamente por las 
actividades textiles, mientras que el medio económico se ve beneficiado. El factor que muestra mayor 
afectación es el agua, mientras que el factor económico muestra un comportamiento positivo. Estos 
resultados coinciden con la bibliografía estudiada y con los datos del sector textil que muestra 
crecimientos en exportaciones y generación de empleo. Además cabe mencionar que son los tipos de 
impactos más fácilmente reconocidos por todos los profesionales consultados ya que el agua es un 
recurso que posee valor intrínseco y económico, puesto que es un elemento estratégico en el desarrollo 
de la vida misma y de diferentes actividades productivas como la agricultura, la industria y la 
generación de energía eléctrica. 
 
Tabla 16. Factores más impactados por la industria textil 
Factor Importancia 
Agua -35,2 
Humanos -32 
Estéticos -30,8 
Fauna -24 
Flora -21,6 
Atmósfera -18,2 
Suelo -6,6 
Población 5,8 
Económicos 8,8 
 
En la tabla 17 se organizan en orden descendente las actividades del sector que presentan una mayor 
agresividad con el medio ambiente. Como era de esperarse aquellas actividades que implican grandes 
consumos de agua, energía y sustancias potencialmente peligrosas son las más impactantes. Los valores 
negativos de todas las actividades demuestran que las personas consultadas -con las que se asignaron 
los valores de ponderación y los atributos de cada impacto- a pesar de que reconocen los beneficios 
económicos de esta industria en la economía del país, son consientes de los impactos que esta genera 
sobre el medio ambiente. Esto muestra claramente que se requieren esfuerzos para mejorar la armonía 
de esta industria con el medio ambiente, en donde estudios como este cobran gran relevancia y 
pertinencia para mejorar el desempeño ambiental de las múltiples empresas que se concentran en la 
ciudad. 
Tabla 17. Actividades más impactantes del sector textil 
Actividad Importancia 
Tinturado  -25,2 
Teñido de hilado -22,6 
Desgomado y mercerizado -19,0 
Estampado y suavizado -19,0 
Cardado e hilado -11,8 
Tejido y confección -0,7 
 
Finalmente, cabe señalar que la metodología para evaluar los impactos ambientales es aún muy 
subjetiva. Se consultaron varios profesionales para dar valores a los atributos de cada factor y su 
importancia. Si estos valores son modificados se podrían encontrar resultados diferentes a los 
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obtenidos en el presente análisis, sin embargo, hay una tendencia general a identificar los vertimientos 
coloreados de esta industria como los impactos más representativos. Una explicación lógica a esto es la 
situación recurrente de observar fuentes superficiales contaminadas con estas moléculas. De igual 
manera se identifica la producción textil como una actividad emblemática y de tradición en el 
Departamento, que genera altos ingresos y aportes significativos a la economía del país. 
 
 
 
5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
1. Los satisfactorios porcentajes de degradación obtenidos en la presente investigación, permiten 
establecer que la fermentación en estado sólido constituye una metodología alternativa y de gran 
potencial dentro de los métodos biológicos para el tratamiento de efluentes coloreados de la industria 
textil, en la cual se aprovechan residuos agroindustriales como sustrato, disminuyendo los costos de 
operación en su posible aplicación a escala industrial.  A diferencia de los métodos físico-químicos, el 
control de las variables en el proceso fermentativo implica mayores dificultades, dado que el 
comportamiento de las especies fúngicas está supeditado a otra serie de factores de difícil seguimiento. 
No obstante, se alcanzaron porcentajes de degradación superiores al 60%. 
 
2. Las condiciones de cultivo que permitieron obtener la mayor eficiencia en la biodegradación del 
RB46 adsorbido en cáscara de banano, con las tres cepas de estudio, fueron: una temperatura de 20°C, 
una humedad del 90% y una proporción carbono/nitrógeno de 12:1, alcanzando porcentajes de 
degradación del orden de 72.9 ± 2.4%, 63.4 ± 3.6% y 61.0 ± 3.9% con Pleurotus ostreatus, Pleurotus 
pulmonarius y Trametes versicolor, respectivamente. 
 
3. La medición del colorante residual en el tiempo señaló que Trametes versicolor es la especie fúngica 
más eficiente para la degradación del colorante azoico RB46  entre de los hongos evaluados. 
Fueron necesarios 17 días para alcanzar el porcentaje máximo de degradación con este microrganismo, 
mientras que Pleurotus ostreatus y Pleurotus pulmonarius requirieron 25 días. 
 
4. La lacasa fue la enzima predominante en las tres especies fúngicas cultivadas bajo fermentación en 
estado sólido. Se encontró una actividad máxima de 18,06 UI/gss con Pleurotus ostreatus resultado que 
confirma las bondades de esta forma de cultivo para obtener enzimas ligninolíticas. Cabe señalar que la 
actividad lacasa encontrada supera, en gran medida, la reportada por investigaciones similares. 
   
5. La simulación del proceso de biodegradación mediante el sistema experto mostró que el 
contaminante de interés, es decir, el colorante azoico RB46, puede ser degradado, bajo condiciones 
anaerobias, hasta  moléculas de menor tamaño que pueden ingresar fácilmente al ciclo de Krebs. 
 
6. La evaluación de los impactos ambientales empleando  la metodología de Conesa-Fernandez mostró 
que el factor más impactado por la industria textil es el recurso hídrico, corroborando la pertinencia 
del presente estudio para el mejoramiento del desempeño ambiental del sector.  
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5.2 Recomendaciones 
1. Medir la actividad enzimática en el tiempo, de tal forma que se pueda establecer un criterio más 
certero sobre la existencia de una relación directa entre la degradación del contaminante y alguna 
enzima ligninolítica en particular. 
 
2. Evaluar la biodegradación del colorante RB46, en erlenmeyer de 100 mL, durante un lapso de 
tiempo más prolongado, que efectivamente permita corroborar que se alcanzarán porcentajes de 
degradación similares a los encontrados en los erlenmyeres de 50 mL.  
 
3. Identificar las posibles moléculas intermedias en la biodegradación de estudio, por medio de técnicas 
como HPLC acoplado a masas, y realizar posteriores pruebas de geno y citotoxicidad que permitan 
verificar que el colorante es degradado completamente o que no generan subproductos más tóxicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Anexo: Optimización del proceso de 
desorción  
Para determinar el porcentaje de biodegradación, se hizo necesario optimizar el proceso de desorción, 
es decir, retirar el colorante adsorbido en la superficie del adsorbente. Se evaluaron soluciones de HCl, 
múltiples solventes y mezclas de solventes con HCl. En la tabla 18 se presentan los valores máximos 
de desorción para cada una de las soluciones y mezclas evaluadas. 
 
Tabla 18. Soluciones evaluadas para la desorción del RB46 adsorbido en cáscara de banano 
Solución %Desorción 
Acetona + HCl 89,3 
Acetona 73,1 
Etanol 49,2 
Etanol + HCl 65,1 
HCl 32 
Metiletilcetona 7,8 
Metiletilcetona + HCl 15,2 
Metanol 23,1 
Metanol + HCl 29,5 
Tolueno 3,1 
Tolueno +HCl 5,2 
Cloroformo 2,3 
 
Dados los resultados anteriores se opto por optimizar la desorción utilizando una mezcla de acetona 
con HCl 0.2 M. Para esto se utilizo un diseño superficie de respuesta Box- Behnken en cuatro bloques, 
que se presenta en la tabla 19. 
Los niveles bajo (-1), medio (0) y alto (1) evaluados para cada uno de los factores fueron: 1) acetona 
84%, 86% y 88%, respectivamente; 2) tiempo 13h, 16h y 19h, respectivamente y 3) cantidad de cáscara 
teñida o complejo 80 mg, 140 mg y 200 mg, respectivamente. 
La Tabla 20 muestra el análisis de varianza (ANOVA) de estos resultados. En este caso, 5 efectos 
tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un 
nivel de confianza del 95,0%. 
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Tabla 19. Diseño Box-Behnken para optimizar desorción 
Muestra Bloque 
% 
acetona 
tiempo 
mg 
complejo 
% 
desorción 
Muestra Bloque 
% 
acetona 
tiempo 
mg 
complejo 
% 
desorción 
1 1 0 0 0 98,4 31 3 0 0 0 97,4 
2 1 1 0 1 94,6 32 3 1 0 1 95,3 
3 1 1 0 -1 83,3 33 3 1 0 -1 82,2 
4 1 0 -1 1 95,6 34 3 0 -1 1 95,3 
5 1 -1 1 0 95,1 35 3 -1 1 0 95,6 
6 1 1 1 0 97,6 36 3 1 1 0 97,1 
7 1 0 1 1 93,6 37 3 0 1 1 95,4 
8 1 1 -1 0 93,3 38 3 1 -1 0 91,5 
9 1 0 0 0 99,9 39 3 0 0 0 98,7 
10 1 -1 0 -1 86,6 40 3 -1 0 -1 85,4 
11 1 0 0 0 97,4 41 3 0 0 0 96,3 
12 1 0 1 -1 83,1 42 3 0 1 -1 83,7 
13 1 -1 0 1 95,1 43 3 -1 0 1 94,2 
14 1 0 -1 -1 83 44 3 0 -1 -1 83 
15 1 -1 -1 0 95,5 45 3 -1 -1 0 91,3 
16 2 0 0 0 99,5 46 4 0 0 0 98,3 
17 2 1 0 1 93,7 47 4 1 0 1 94,7 
18 2 1 0 -1 83,5 48 4 1 0 -1 84,2 
19 2 0 -1 1 96,2 49 4 0 -1 1 95,5 
20 2 -1 1 0 94,5 50 4 -1 1 0 95,3 
21 2 1 1 0 97,4 51 4 1 1 0 98,3 
22 2 0 1 1 91,9 52 4 0 1 1 93,5 
23 2 1 -1 0 94,2 53 4 1 -1 0 94,2 
24 2 0 0 0 100 54 4 0 0 0 100 
25 2 -1 0 -1 87,6 55 4 -1 0 -1 86,9 
26 2 0 0 0 98,9 56 4 0 0 0 97,1 
27 2 0 1 -1 82,9 57 4 0 1 -1 82,7 
28 2 -1 0 1 96 58 4 -1 0 1 95,3 
29 2 0 -1 -1 81,9 59 4 0 -1 -1 83,9 
30 2 -1 -1 0 99,1 60 4 -1 -1 0 96,1 
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Tabla 20. Análisis de varianza para el diseño Box Benkenh  
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Gl 
Cuadrado 
Medio 
Razón-F Valor-P 
A:%acetona 6,57031 1 6,57031 3,31 0,07520 
B:tiempo 2,05031 1 2,05031 1,03 0,31460 
C:mg complejo 924,5 1 924,5 465,92 0,00000 
AA 15,1096 1 15,1096 7,61 0,00820 
AB 21,8556 1 21,8556 11,01 0,00180 
AC 7,5625 1 7,5625 3,81 0,05690 
BB 65,0677 1 65,0677 32,79 0,00000 
BC 4,84 1 4,84 2,44 0,12500 
CC 845,837 1 845,837 426,28 0,00000 
bloques 9,08333 3 3,02778 1,53 0,22010 
Error total 93,259 47 1,98423 
  
Total (corr.) 1951,28 59       
 
 
La ecuación del modelo ajustado es  
%desorción = 98,4917 - 0,453125*%acetona + 0,253125*tiempo + 5,375*mg complejo - 
1,01146*%acetona^2 + 1,16875*%acetona*tiempo + 0,6875*%acetona*mg complejo - 
2,09896*tiempo^2 - 0,55*tiempo*mg complejo - 7,56771*mg complejo^2 
En la tabla 21 el estadístico R-Cuadrada indica que el modelo, así ajustado, explica 95,2206% de la 
variabilidad en el porcentaje de desorción. El estadístico R-cuadrada ajustada, que es más adecuado 
para comparar modelos con diferente número de variables independientes, es 94,3603%.  El error 
estándar del estimado muestra que la desviación estándar de los residuos es 1,40863.  El error medio 
absoluto (MAE) de 0,973312 es el valor promedio de los residuos.  El estadístico de Durbin-Watson 
(DW) prueba los residuos para determinar si hay alguna correlación significativa basada en el orden en 
que se presentan los datos en el archivo.  Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicación 
de autocorrelación serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.   
 
Tabla 21. Valores estadísticos para la desorción. 
Estadístico Valor 
R-cuadrada 95,2206 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) 94,3603 
Error estándar del est. 1,40863 
Error absoluto medio 0,973312 
Estadístico Durbin-Watson 2,16312 (P=0,6391) 
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El valor óptimo de desorción es 99,4576%. En la tabla 22 se muestra la combinación de los niveles de 
los factores que maximiza el porcentaje de desorción sobre la región estudiada. 
 
Tabla 22. Niveles de los factores que maximiza el porcentaje de desorción 
Factor Bajo Alto Óptimo 
%acetona -1 1 -0,115044 
tiempo -1 1 -0,01777 
mg complejo -1 1 0,350724 
 
 
 
 
 
B. Anexo: Porcentaje de humedad y 
actividad del agua 
 
En la tabla 23 se presentan los valores de cáscara utilizada, la cantidad de agua añadida (o nutrientes al 
principio de la biodegradación) y el porcentaje de humedad obtenido de dos maneras. 
 
 
              
     
  
     
  
  
     
 
          
     
  
     
  
  
     
 
Donde  
m1: masa sólido húmedo 
m2: masa sólido seco m3: masa de agua 
 
 
Tabla 23. Humedad utilizada en los experimentos 
Cáscara seca mg 
Agua añadida 
mg 
% humedad 
 
% humedad 
ATRO  
140 200 58,8 142,9 
140 126 47,4 90,0 
2500 3550 58,7 142,0 
2500 2250 47,4 90,0 
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Ilustración 14. Actividad del agua en la cáscara de banano 
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C. Anexo: Composición de la solución de 
nutrientes 
 
 
Nombre nutriente Formula química 
Concentración 
(g/L) 
Pesos 
moleculares 
(g/mol) 
Cloruro de amonio NH4Cl 0,35 53,49 
Sulfato de amonio (NH4)2 SO4 1,4 132,06 
Fosfato diacido de potasio KH2PO4 2 136,07 
Cloruro de calcio CaCl2 .2H2O 0,3 130,98 
Sulfato de magnesio MgSO4.7H2O 0,3 246,48 
Sulfato de hierro* FeSO4 5 278,02 
Sulfato de manganeso MnSO4.H2O 1,6 169,02 
Sulfato de zinc* ZnSO4 1,4 287,54 
Sulfato de cobre** CuSO4.5H2O 0,28 249,6 
Peptona   1   
*mg/L; **mM 
   
 
 
 
 
 
D. Anexo: Composición de la cáscara de 
banano nativa y teñida 
Análisis bromatológico de la cáscara de banano y cálculos proporción CN 
Se realizaron análisis bromatológicos a la cáscara de banano para determinar su composición y 
hacer los cálculos necesarios para la proporción carbono nitrógeno. Estos fueron realizados 
en el Laboratorio Análisis Químico y Bromatológico de la Universidad Nacional de Colombia 
Sede Medellín. En las tablas 24 y 25 se presentan los resultados obtenidos para la cáscara 
nativa (sin teñir) y la cáscara teñida (residuo con colorante adsorbido). La relación C:N para la 
cáscara de banano nativa y teñida  es 12:4 y 12:1 respectivamente. 
 
Tabla 24. Composición cáscara de banano nativa pretratada 
Origen 
datos 
Compuesto Comentarios % 
A
n
ál
is
is
 
b
ro
m
at
o
ló
gi
co
 Cenizas Material inorgánico 10,9 
Almidón Azúcar disponible 5,50 
FDA Celulosa + lignin 50,7 
FDN Celulosa + hemicelulosa + lignina 53,9 
Lignina 
 
15,8 
Nitrógeno Reportado con tres cifras por petición 1,41 
C
al
cu
la
d
o
s celulosa FDA-lignina 34,9 
Hemicelulosa FDN-FDA 3,20 
Carbono 40% de los polisacáridos [72] 17,4 
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Tabla 25.  Composición cáscara de banano teñida 
Origen 
datos 
Compuesto Comentarios % 
A
n
ál
is
is
 
b
ro
m
at
o
ló
gi
co
 Cenizas Material inorgánico 6,07 
Almidón Azúcar disponible 6,50 
FDA Celulosa + lignina 59,9 
FDN Celulosa + hemicelulosa + lignina 64,9 
Lignina 
 
18,9 
Nitrógeno Reportado con tres cifras por petición 1,73 
C
al
cu
la
d
o
s celulosa FDA-lignina 41 
Hemicelulosa FDN-FDA 5,0 
Carbono 40% de los polisacáridos [72] 21,0 
Análisis elemental de la cáscara de banano 
Se realizaron análisis elementales a la cáscara de banano para determinar su composición de 
Carbono (C), Hidrogeno (H) y Nitrógeno (N). Para esto, muestras de banano, con y sin 
colorante, fueron secadas en un horno a 100 °C por 12 horas y posteriormente maceradas en 
un mortero con nitrógeno líquido. Se pesaron menos de 3.0 mg en una microbalanza e 
introducidas en un analizador elemental. Se determinó la relación C:N y se comparó con los 
valores obtenidos de los análisis bromatológicos. Estos análisis fueron realizados en la Planta 
Piloto 4 de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, México DF. 
Las muestras A4 a A7 corresponden a cáscara teñida y A9 a A11 a la cáscara nativa. La 
muestra A8 se perdió por un corte de la electricidad. 
 
Tabla 26. Resultados análisis elemental de la cáscara de banano 
 
Muestra 
Peso 
mg 
% 
Carbón 
corregido 
% 
Hidrógeno 
corregido 
% 
Nitrógeno 
corregido 
A4 2,712 79,67 10,76 3,27 
A5 2,667 73,72 10,55 2,87 
A6 2,456 80,51 11,29 1,54 
A7 2,536 78,53 10,55 3,32 
A9 2,173 85,18 10,04 7,97 
A10 2,463 76,53 8,95 4,27 
A11 2,741 86,09 15,35 10,03 
 
 
 
 
E. Anexo: Evaluación del efecto de la 
temperatura en el crecimiento de Pp, 
Po y Tv en agar PDA 
Previendo los inconvenientes de espacio en la incubadora disponible en el laboratorio se 
realizó un experimento para evaluar el efecto de la temperatura en el crecimiento de las cepas 
utilizadas en el proyecto. Se incubaron los microrganismos a 28 °C, temperatura reportada en 
múltiples artículos como la temperatura óptima para los HPB, y a 20 °C temperatura regulada 
por aire acondicionado a la cuál se encuentra el cuarto estéril de las instalaciones del 
laboratorio. 
Ilustración 15. Crecimiento radial Po en agar PDA 
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Ilustración 16. Crecimiento radial Pp en agar PDA 
 
 
Ilustración 17. Crecimiento radial Tv en agar PDA 
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F. Anexo: Registro fotográfico 
Evaluación cualitativa de la biodegradación del RB46 por Tv, Pp y Po 
Se preparó un medio de cultivo conteniendo el colorante RB46 a dos concentraciones. De 
esta manera se evaluó cualitativa y preliminarmente la capacidad biodegradación de los 
microorganismos empleados en el estudio.  
Ilustración 18. Biodegradación del colorante RB46 sobre agra PDA. Concentración RB46 500 
mg/L 
 
             
A.Vista parte inferior de las cajas            B. Vista parte superior de las cajas 
 
 
Ilustración 19. Biodegradación del colorante RB46 sobre agra PDA. Concentración RB46 100 
mg/L 
 
                   
A. Vista parte inferior de las cajas                   B. Vista parte superior de las cajas 
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Evaluación preliminar de la temperatura óptima de Tv, Pp y Po 
En la figura la letra ―a‖ sobre las cajas de Petri indica una temperatura de incubación de 28 °C 
y la letra ―b‖ una de 20 °C ±1°C. 
 
Ilustración 20. Crecimiento de Tv, Pp y Po en agar PDA a diferentes temperaturas. 
 
         
A. 48 horas de cultivo     B. 120 horas de cultivo 
 
Ilustración 21. Medición del diámetro del microorganismo y cultivo a 20 °C±1°C. 
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Proceso de preparación del sustrato de biodegradación 
 
Ilustración 22. Figura. Pretratamiento cáscara de banano y tinción 
             
              A.Lavado inicial cáscara                  B. Secado inicial cáscara 
 
         
C. Reducción de tamaño inicial   D. Reducción de tamaño con molino 
 
            
E. Lavado con KOH              F. Tinción con RB46 
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G. Secado antes de almacenamiento 
Proceso de biodegración 
Ilustración 23. Cultivo de cepas en agar PDA y extracción de círculos de inoculo 
 
 
Ilustración 24. Montajes curva cinética de biodegradación, optimización de condiciones en 
Erlenmeyer de 50 mL 
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Ilustración 25. Montajes de biodegradación en Erlenmeyer de 100 mL 
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Extracción enzimas 
Ilustración 26. Extracción de las enzimas 
       
 
 
 
Problemas en la biodegradación 
Ilustración 27. Contaminación de cultivos y sustrato 
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Proceso de desorción 
En la figura se evidencia la diferencia de color entre las muestras de Tv, Pp y Po y el blanco 
(extremo derecho). 
Ilustración 28. Desorción realizada para cuantificación del porcentaje de biodegradación. 
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Ilustración 29. Adsorción en agar PDA al realizar la desorción. 
  
 
Adsorción en plug de agar y microorganismos. 
Ilustración 30. Evaluación de la adsorción en microorganismos Tv, Pp y Po respectivamente. 
          
 
Ilustración 31. Adsorción del colorante en agar PDA 
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